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RESUMO

O uso indiscriminado de carrapaticidas sintéticos e o quadro de resisténcia aos produtos
utilizados no mercado impulsionaram novas pesquisas e alternativas ao combate aos parasitos
hemat6fagos. Dentre as alternativas mais promissoras, pode-se evidenciar o uso de
substancias e seus derivados provenientes de plantas com objetivo de implementar de
carrapaticidas de origem natural que podem ser menos prejudiciais ao meio ambiente. O
presente trabalho teve por objetivo potencializar “’in vitro’’ a eficacia carrapaticida do timol
frente a larvas de R. (B.) microplus. No primeiro experimento, foram elaboradas trés
formulacBes, visando & escolha do preparado com melhor custo-beneficio sem que os
diferentes componentes das formulacgdes interferissem na eficacia carrapaticida. A formulacéo
de escolha demonstrou a mortalidade de 96,65% das larvas mantendo a eficacia carrapaticida
do timol a 2% acima dos limites preconizados pelo Ministério da Agricultura de 95% para
produtos comerciais. No segundo experimento, foram testadas, na formulacéo eleita, as
concentragdes de 0,25%%, 0,5% e 1% de timol sobre larvas de R. (B.) microplus, sendo que a
taxa de mortalidade obtida com 0.25% foi de 94%, demonstrando que mesmo com baixa
concentracdo de timol a eficacia carrapaticida foi consideravel. Os resultados alcangados
mostram que, in vitro, a eficacia carrapaticida do timol pode ser ndo somente mantida, como
potencializada se for levada em consideracdo a metodologia de preparo da formulagdo, bem
como caracteristicas fisico-quimicas dos seus componentes, visando minimizar perdas do
principio ativo. Entretanto, sdo necessérias pesquisas futuras para ratificar o potencial

acaricida do timol em ambiente de campo, modificando e testando diferentes apresentagdes.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, timol, carrapaticida, formulagéo



ABSTRACT

The indiscriminate use of synthetic acaricides and the picture of resistance to products used in
the market spurred new research and alternatives to combat these hematophagous parasites.
Among the most promising alternatives, it can be highlight the use of substances and their
derivatives from plants, aiming to implement the carrapaticide products of natural origin that
may be less harmful to the environment. This study aimed to “"enhance" the in vitro acaricide
efficacy of thymol against the larvae of R. (B.) microplus. In the first experiment, three
formulations were prepared, in order to choose the most cost-prepared without any of the
different components interfere with the efficacy of insecticide formulations. The formulation
of choice showed 96.65% mortality of larvae still remain effective insecticide of the thymol
2% above the limits established by the Ministry of Agriculture of 95% for commercial
products. In the second experiment, were tested in the formulation choice, the concentrations
of 0.25%, 0.5% and 1% of thymol on larvae of R. (B.) microplus, with a mortality rate of 94%
with 0.25% of thymol, demonstrating that even in low concentrations of thymol acaricide
efficacy was considerable. The results show that in vitro, acaricide efficacy of thymol can be
not only maintained, as increased if it is taken into account the preparation method of the
formulation and the physicochemical characteristics of its components in order to minimize
losses of active. However, further research is needed to ratify the acaricidal potential of
thymol in a field environment, modifying and testing different presentations and to assess its

impact on the environment.

Keywords: Cattle ticks, thymol, acaricide, formulation



1- INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1888) (ACARI:
IXODIDAE) (=Boophilus microplus) é um dos ectoparasitos hematdfagos com distribuicdo
mundial, principalmente nas &reas tropicais e subtropicais (WILLADSEN & JONGEJAN,
1999), e um dos que causam maiores prejuizos econdmicos, sendo no Brasil, esse prejuizo
estimado em 2 bilhdes de ddlares anuais, incluindo danos na producéo de leite e carne (GRISI
et al., 2002).

O panorama atual de resisténcia do R. (B.) microplus aos produtos de base sintética
utilizadas no mercado, somados ao apelo ambiental por desenvolvimento de produtos
eficientes e com menor toxidez, vem impulsionando novas pesquisas buscando alternativas
eficazes ao combate desses parasitos (FURLONG et al., 2007).

Uma alternativa promissora no combate aos carrapatos é a utilizacdo substancias
provenientes de plantas e seus derivados como pesticidas (FREITAS et al., 2005), visando a
diminuicéo dos residuos e a toxicidade dos carrapaticidas comparados aos sintéticos utilizados
em larga escala atualmente, pois substancias praguicidas de origem natural tém o tempo de
permanéncia no ambiente menor, bem como o0 desenvolvimento de resisténcia a esses
compostos é mais lento quando comparado aos sintéticos (CHAGAS, 2004).

NOVELINO et al. (2007a) demonstraram que o timol, substancia majoritariamente
presente na espécie Thymus vulgaris L. da familia Lamiaceae, representando a média de 52%
na composicdo total das substancias do tomilho (JAKIEMIU et al., 2010), apresentou
consideravel atividade carrapaticida sobre larvas do carrapato dos bovinos. Também foi
evidenciado que o timol apresenta atividade repelente sobre larvas desse mesmo ixodideo
(NOVELINO et al., 2007b). Atividade carrapaticida do timol também foi demonstrada sobre
larvas e ninfas de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806). Entretanto, larvas e fémeas
ingurgitadas desse carrapato foram pouco susceptiveis a esse monoterpeno (DAEMON et al.,
2009; MONTEIRO et al., 2009). Esses resultados motivaram a realizagdo de novas pesquisas

mais aprofundadas sobre essa substancia e sua propriedade carrapaticida.



Dessa forma, o presente estudo teve o objetivo de avaliar a possivel potencializardo
carrapaticida do timol em solubilizagdo etandica sobre larvas de R.(B.) microfilos. Para tanto,
foram realizados dois experimentos. No primeiro foram testadas trés diferentes formulagdes
etanolicas de timol, sobre larvas do carrapato dos bovinos, a fim de selecionar a solu¢do com
melhor custo beneficio. Na segunda etapa, a melhor formulagdo foi testada em diferentes
concentracdes sobre larvas desse mesmo carrapato, a fim de avaliar se a nova forma de

solubilizag&o potencializou a atividade carrapaticida do timol.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Rhipicephalus (Boophilus) microplus

A subclasse Acari, da classe Arachnida, & qual pertencem os carrapatos e outros
acaros é um grupo muito heterogéneo, apresentando grande diversidade de habitos e habitats
(GUIMARAES et al., 2001). Os carrapatos estéo classificados na ordem Ixodida, e divididos
em trés familias: Argasidae, Nuttalliellidae e Ixodidae. Dentre as espécies de carrapatos
existentes no mundo, R. (B.) microplus conhecido vulgarmente como carrapato dos bovinos, é
a espécie que desperta 0 maior interesse econémico, a ponto de centralizar a atencdo de
inddstrias de carrapaticidas, 6rgdos governamentais e instituicdes de pesquisa (MARTINS et
al., 2006) (Figura 1).

Esse carrapato apresenta ampla distribuicdo mundial, sendo encontrado nas regides
tropicais e subtropicais do globo (JOHNSTON, 1986). No Brasil sua adaptacdo foi favorecida
pela umidade e calor que propiciam condi¢des favordveis & sobrevivéncia e manutencdo de
suas colonias (POWELL & REID, 1982).



Figura 1: Fémea ingurgitada de R. microplus.
Fonte: http://www.ich.usp.br/~marcelcp/Imagens/carr6.jpg

O ciclo de vida desse ixodideo divide-se em fase de vida livre e fase parasitaria. A fase
de vida livre inicia-se ap0s a queda da fémea ingurgitada do hospedeiro, que passa por um
periodo de pré-postura, que tem, em média, duracao de dois a trés dias, podendo se estender a
mais de 90 dependendo principalmente das condigdes de temperatura. Apos esse periodo a
fémea comeca a realizar a ovipostura, sendo que uma Unica teleégina pode colocar 3000 a
4000 ovos durante 17 a 90 dias. A fase de incubag@o dura em torno de 25 dias. Depois da
incubacdo, ocorre a fase de eclosdo, para a qual sdo necessarios de cinco a dez dias, podendo,
no entanto, durar até mais de 100 dias (ROCHA, 2010).

Apos a eclosdo das larvas é necessario um periodo de quatro a 20 dias para que se
tornem larvas infestantes. Portanto, o tempo de vida livre do carrapato dos bovinos gira em
torno de 28 a 51 dias, podendo se estender a mais de 300 dias. Além disso, as larvas podem
ficar mais de seis meses sem se alimentar. Em condicfes 6timas de temperatura e umidade, a
queda/ postura/ ecloséo tem duracéo de um més (GONZALES, 1975).

A fase de vida parasitaria inicia-se quando a larva infestante se fixa no hospedeiro
passando a parasita-lo e, durante o hematofagismo a larva se ingurgita, sendo a duracdo média
desse periodo de 5 dias, podendo variar entre trés a oito dias. O carrapato ainda passara por
duas mudas (larva para ninfa e ninfa para adulto) para que chegue ao estagio adulto, onde

posteriormente é seguido da cépula entre os adultos.



O inicio da queda das fémeas ingurgitadas ocorre no 19° dia da infestacdo, sendo, em
média, entre o 22° e 23° dias (Figura 2). A fase de vida parasitaria é praticamente constante
em todas as regifes (GONZALES, 1975), ja a fase de vida livre sofre interferéncias de acordo
com o clima, principalmente a fatores como temperatura e umidade.

Rhipicephalus (B.) microplus possui considerdvel importancia no cenario mundial, por
ser o vetor dos agentes causadores da tristeza parasitaria bovina, que € causada por
protozoérios do género Babesia e pela rickétsia do género Anaplasma (McCOSKER, 1975)
além de ser o responsavel por diversos danos econdmicos (HORN & ARTECHE, 1985 in
NOVELINO et al., 2007b). Além disso, este carrapato pode causar danos ao couro,
acarretando prejuizos devido as reagdes inflamatdrias no local onde ele se fixa (TAYLOR,
2001), e os orificios originados, além de desvalorizar o produto, podem favorecer a
penetracdo de pequenas larvas de moscas, causadoras de bicheira e berne. (FURLONG,
2005). Outros prejuizos que podem ser citados estdo relacionados & méao-de-obra, despesas
com instalagdes, compra dos carrapaticidas e de equipamentos de suporte para aplicagcdo dos
mesmos nos rebanhos (CORDOVES, 1999). Estima-se que no Brasil o prejuizo causado por
este parasito na producao de leite e carne é de US$2 bilhdes/ano (GRISI et al., 2002).

Segundo Jonsson et al. (2000), na Austrélia, o custo total para a criacdo de gado (excluindo
custos associados com a febre do carrapato) baseado nas praticas de manejo de 1998 é de
quatro milhdes e noventa e seis mil dolares por ano, sendo que 49% deste custo esta

relacionado aos custos do controle e 51% as perdas na producao.



'Figu ra 2: Fémea ingurgita de R. microplus em periodo de oviposicdo.
Fonte: http://www.mgel.msstate.edu/tick.htm

2.2 — Resisténcia e alternativas de controle de Rhipicephalus (B.) microplus.

O carrapato dos bovinos representa grande entrave econémico para produtores,
podendo ser o vetor de agentes causadores de diversas doencas e sua eliminagcdo completa é
extremamente dificil, sendo que desde o final do século XIX pesquisadores vém buscando
produtos com a finalidade de combater R.(B.) microplus (FURLONG et al., 2007).

Na Australia, em 1896, o primeiro produto promissor foi uma formulacdo & base de
arsénico, porém em 1937, ocorreram 0s primeiros relatos de resisténcia a essa substancia. No
Brasil, cepas resistentes também foram relatadas nessa época, fazendo com que grande
preocupacdo fosse gerada em torno do assunto e grande quantidade de investimentos fosse
feita pelas industrias quimicas para tentar descobrir alguma alternativa ao combate desses
parasitos (FURLONG et al., 2007). Os produtos quimicos como os organofosforados,
organoclorados, amidinicos, piretroides sintéticos, fenilpirazois, benzofenilureas, lactonas
macrociclicas utilizados no controle desses parasitas tém sido questionados, especialmente

apos o surgimento de resisténcia dos carrapatos a essas substancias (LI et al., 2003; 2004).



Isso ocorre em virtude do mau uso desses agentes carrapaticidas, além do risco de intoxicacéo
de animais e de humanos devido ao uso inadequado e indiscriminado desses produtos.

Nas Ultimas décadas dois métodos tém sido estudados visando o implemento do
controle dos carrapatos, o controle bioldgico e o imunoldgico. ( DA SILVA et al., 1996;
ALVES-BRANCO et. al, 1983, ANDREOTTI et al., 2002; DA COSTA et al., 2002;
FRAZZON et. al.,, 2000).

O controle bioldgico pode ser feito com a utilizacdo de predadores e patdgenos no
combates a esses parasitos, demonstrados atraves de alguns exemplos como a garca vaqueira
Egretta ibis (ALVES-BRANCO et. al., 1983), formigas carnivoras (GONZALES, 1975),
bactérias (Escherichia coli, Cedecea lapagei e Enterobacter agglomerans) (BRUM, 1988),
fungos (como o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae), muito estudados nos
altimos anos em diferentes espécies de carrapato (FREITAS et al, 2005). e nematoides
entomopatogénicos como Heterorhabditidis bacteriophora HP88 e Heterorhabditidis
amalzonensis RSC-5 (MONTEIRO et al, 2009)

O controle imunoldgico tem por finalidade o desenvolvimento de vacinas através dos
novos descobrimentos nos campos da biologia molecular de antigenos que possam gerar
resposta imune-protetora contra esses parasitos (KELLY & COLLEY, 1988). Um desses
antigenos, com boa resposta acaricida, € uma proteina de intestino de R.(B.) microplus
denominada Bm86 (FREITAS et al, 2005). Apesar dos avangos no combate ao carrapato
através do implemento de novas técnicas baseadas na imunologia, o uso de carrapaticidas
associados sdo indicados, ja que o uso solitario das vacinas ndo garante eficacia satisfatoria
(WILLADSEN et. al, 1996).

O uso de Oleos essenciais e extratos provenientes de plantas assim como novas
moléculas sintetizadas a partir desses produtos tem sido uma forma alternativa e promissora
de combate a carrapatos, pois aquelas sintetizam grande quantidade de substancias para
protegé-las dos insetos fitdfagos e outros herbivoros. Os metabdlitos secundérios das plantas
geralmente sdo biosintetizados para deter a sua propria predacdo e atuam como arma
fundamental de protegdo. Alguns desses metabolitos possuem atividade pesticida como
demonstrado por CLEMENTE et. al. (2007) em fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus e
também evidenciados por outros autores (PRATES et al., 1993; CHAGAS et al., 2002;
FERNANDES et al., 2005, 2007).



2.3 - Plantas e a Presenca de Timol

O timol ou acido timico pode ser encontrado em diversas espécies de plantas, figurando
dentre as plantas do taxon genérico Lippia (Verbenaceae) inclui aproximadamente 200
espécies de ervas, arbustos e de arvores de pequeno porte (Terblanché et. al.,1996). A espécie
Lippia sidoides, possui o teor de timol variavel obtido do seu 6leo essencial, compreendida
entre 34,2 a 95,1% em varias determinacdes. (Ferreira et. al., 2003) pois segundo Miraldi ET.
al. (2001) e Silva ET. al. (1999) ,seu rendimento e composicdo podem ser influenciados
pelas condi¢bes climaticas, hora da coleta, idade da planta, cuidados na preparacdo da

matéria-prima vegetal, além de outros fatores.

Pode ser encontrado também na familia das Laminaceas que compreende 150 géneros, com
cerca de 2800 espécies distribuidas em todo o mundo, sendo o maior centro de disperséo a
regido do Mediterraneo. Muitas dessas espécies foram introduzidas no Brasil com intuito de
serem usadas como condimentos e agentes aromatizantes como, por exemplo, a salvia
(Salvia officinalis), manjericdo (Ocimum basilicum), orégano (Origanum vulgaris L.),
manjerona (Origanum majorana L.), entre outras (PORTE; GODOY, 2001).

Dentre essas espécies da familia das Laminaceas, o tomilho (Thymus vulgaris L.) se destaca
devido ao alto teor de timol encontrado na sua composi¢do, sendo este presente na média de
54,89% dos constituintes total da planta sendo que o maior rendimento do 6leo essencial é
proveniente das folhas. (Jakiemiu, et al., 2010). Além das diversas contribuicBes dos
diferentes extratos e dleos essenciais na inddstria em geral, principalmente alimenticia, muitos
outros efeitos, tais como atividades antiflngicas, pesticidas e antibacterianas do 6leo essencial
de tomilho foram demonstradas por diversos investigadores como Higes et. al.(1996),
Daferera et. al. (2000) e Bagamboula et. al. (2004).(Figura 3)



Figura 3 : Fotografia do arbusto de Thymus vulgaris — tomilho

Extraido de: www.herbario.com.br/dataherb13/tomillo.jpg

2.4 — Timol

O timol, &cido timico ou isopropilmetacresol, cuja formula molecular é CioH140,
apresenta-se na forma de cristais incolores ou p6 branco, com odor irritante, pouco soltvel em
agua e muito solivel em alcool (REYNOLDS, 1996). Essa molécula possui ponto de fusdo
entre 48° e 52°C (Farmacopéia Portuguesa VIII, 2005) e pode ser obtido sinteticamente ou
através de alguns 6leos essenciais provenientes de plantas como Mentha piperita (Horteld
pimenta) Lippia sidoides (Alecrim-pimenta, Alecrim-cravo e Alecrim-cavalo) (COSTA et. al.,
2007), Pectis apodocephala e Pectis oligocephala (ALBUQUERQUE et. al. 2007) e
principalmente da espécie Thymus officinalis, vulgarmente conhecida como tomilho, planta de
origem mediterranea e com diversas propriedades bioldgicas, tais como antiespasmodico
(MEISTER et al, 1999.), antibacteriana (DOB et al, 2006), antifungica (SOLIMAN;
BADEAA, 2002), antitabagismo (CARLINI et al, 2006), giardicida (AMARAL et al., 2006) e
atividade antioxidante (TEPE et al., 2005). A primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira
Oficial, publicada em 1926, inclui 1.702 monografias de medicamentos. Dentre essas, duas
monografias remetem ao tomilho (BRANDAO et al., 2006).
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OH

Figura 4: Estrutura Quimica do Timol. A: Estrutura 3D. B: Estrutura plana molecular.

O acido timico também ¢é utilizado no combate a varroose, doenga causada devido a
presenca do acaro Varroa destructor em abelhas (CHIESA, 1991). Também se pode citar sua
atividade moluscicida (FERREIRA et. al., 2009).

Segundo a Food and Drug Administration e Environmental Protection, o timol é
reconhecido como um componente seguro e indicado para aplicagdes no campo em cultura de
produtos comestiveis. A utilizagdo desse monoterpeno também pode representar a reducéo de
custo de producgdo e de residuos de pesticidas, fato demonstrado na utilizagdo do timol no
controle da bactéria Ralstonia solanacearum, agente causador da murcha bacteriana do
tomateiro. (JI et al., 2005).

Para formulagbes de enxague bucal, colutdrios, € usado nas concentracdes de 0,15 a
0,25%; em formulagdes para aftas usa-se 3% e no tratamento de infecgdes fungicas, tais como
as causadas na lamina ungueal e algumas dermatites, como as paroniquas, sdo utilizadas a 2%
(BATISTUZZO et al., 2006). Na veterinaria o timol é usado na dermatologia como
antifingico e antipruriginoso, porém é irritante em concentragfes acima da dose posoldgica
padréo e sdo contra-indicados para o uso em felideos (SPINOSA et al., 2006).

Esse monoterpeno possui algumas incompatibilidades gerais, compreendidas entre
quimicas, fisicas e farmacéuticas ocasionando efeitos desfavoraveis. As incompatibilidades
sdo frente a iodo, alcalis, agentes oxidantes, acetanilida, antipirina, salol, naftol, uretana,
brometo de canfora, sais de quinina, 6leos e matérias gordurosas, se liquefaz na presenca de
canfora, hidrato de cloral, mentol e é incompativel com alcool ou veiculos alcodlicos para uso
interno (CAVALCANT]I, 2008).
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O timol também vem sendo pesquisado e utilizado como agente carrapaticida obtendo,
in vitro, eficacia relevante. (NOVELINO et al., 2007; DAEMON et al., 2009; MONTEIRO et
al., 2009; MONTEIRO et al., 2010)

2.5 — Dimetilsulfoxido (DMSO).

O dimetilsulfoxido (DMSO) é um subproduto do processamento da madeira e da
destilagdo do petrdleo (SPINOSA et al., 2006), é um composto quimico organico de férmula
C;HeSO, massa molar de 150.22 g/mol e temperatura de congelamento 18,5°C. Era
empregado como solvente industrial e hoje serve como veiculo para véarios medicamentos
(SPINOSA et al., 2006). Tem grande nimero de propriedades benéficas, porem ha poucas
evidéncias cientificas para justificar seu uso (VIEIRA & PINHEIRO, 2004).

O DMSO é muito bem absorvido pela pele e mucosas em cerca de 5 minutos, e, em
aproximadamente 20 minutos é distribuido para diferentes tecidos. Essa substancia também
tem a propriedade de carrear consigo substancias de pequeno peso molecular também
possuindo a propriedade de penetrar a barreira hematoencefalica, diminuindo a producgdo de
prostaglandinas no sistema nervoso central.

N&o e utilizado como veiculo cosmético quando o objetivo é uma acdo em nivel basal
da pele, sendo este substituido por 6leos de origem mineral tais como vaselina, parafina, dleo
mineral, silicones, ceras e alcodis graxos. (VIGLIOGLIA & RUBIN, 1997).

Al @ 3
H3C
N\

‘.,H H3C

Figura 4: Estrutura quimica do dimetilsulfoxido(DMSO). A: Estrutura em terceira dimens&o.
B: Estrutura plana molecular.

O dimetilsulfoxido também pode ser usado como antiinflamatorio, diurético potente,
anestésico local, relaxante muscular, vasodilatador e como agente inotrépico (VIEIRA &
PINHEIRO, 2004). E também considerado eliminador eficaz de radicais livres em lesdes

teciduais (SOUZA et. al., 2008). Na veterinéria, € utilizado para tratamento de equinos como
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agente antiinflamatorio toépico nos membros, sendo também indicado para traumas cerebrais e
de coluna (SPINOSA, et al., 2006). Em cdes, € principalmente usado para alivio
antiinflamatorio de ouvido (SPINOSA, et al., 2006), porém ndo pode ser usado em animais de
consumo, tais como bovinos e suinos, dado sua permeacdo cutanea, a producéo de residuos
somados a sua agéo teratogénica, razdo essa em que a utilizagdo no primeiro terco da gravidez
e vedada. Em cées, o uso prolongado pode levar ao desenvolvimento de catarata (SPINOSA
et al., 2006).

Os efeitos colaterais mais comuns sdo: edema, eritema, desidratacdo cutinea e
prurido, pela liberagcdo de histaminas (SPINOSA et al., 2006) e em uso tdpico, sua utilizagdo
tem sido restringida devido a irritagdo que pode causar a pele (LEONARDI & CHORILLI,
2008), porém, por outro lado, segundo Jacob (2003) e Muir, (2003), o DMSO é uma
substancia de baixa toxicidade.

A falta de estudos faz com que o dimetilsulfoxido seja uma substancia de uso e agdes
controversas, sendo que o Food and Drug Administration (FDA) j& recusou sete pedidos de
realizacdo de estudos clinicos em pacientes dos oito requeridos, obtendo assim aprovagéo
somente para cistite intersticial em 1978 (JACOB, 2003).

2.6 - SOLUCAO

Solugdo séo produtos da dissolucdo de substancias em determinado liquido que
formam um sistema homogéneo. Consideram-se dois componentes: os solventes de natureza
liquida e o soluto que pode ser sélido ou liquido (SPINOSA et al., 2006).

As solucdes se classificam em aquosas (hidréleos) alcodlicas (alcéleos), simples e
extrativas ou tinturas, etéreas (eterdleos), dentre outras (gliceroleos, sorbitoleos) de menor
interesse em dermatologia. Dentre as solugdes utilizadas no geral, podemos ver também
solugcbes muito utilizadas que veiculam inclusive algumas substancias carrapaticidas e
acaricidas (SPINOZA et al., 2006).

As solugdes alcodlicas, mesmo ndo sendo as principais formulagfes utilizadas em
produtos com finalidade cosmética, tém algumas vantagens como de permanecerem
fisicamente estaveis e serem de facil preparo (BAREL et al., 2001) fazendo com que essa
forma farmacéutica figure entre as mais utilizadas na satde animal, perdendo apenas para
formulagdes de shampoo (SPINOZA et al., 2006).
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SECAO |

EFICACIA CARRAPATICIDA DO TIMOL EM SOLUBILIZACAO ETANOLICA
SOBRE LARVAS DE Rhipicephalus (B.) microplus (ACARI: IXODIDAE).

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo propor um novo método de solubilizagéo do timol
para fins carrapaticidas e comprovar a eficicia dessa nova formulagdo sobre larvas de
Rhipicephalus microplus. Para realizagdo do trabalho foram feitos dois experimentos, sendo
adotado o teste de larvas com papel de filtro impregnado nas duas etapas para avaliar o
potencial das solucBes formuladas. No primeiro experimento, larvas de R.(B.) microplus
foram expostas a trés novas formulagdes de timol: Formulagio 1 — Agua QSP + alcool 30%
(v/v) + timol 2%; Formulagdo 2 — Agua QSP + alcool 50% (v/v) + timol 2%; Formulagéo 3 —
Agua QSP + alcool 40% (v/v) + DMSO 5% + timol 2%. Para cada formulacio foi preparado
um controle (mesmas formulagbes isentas de timol), sendo formado também um grupo
controle onde as larvas ndo receberam nenhum tratamento. Foram realizados, para cada
grupo, 10 repeticdes com aproximadamente 100 larvas. A partir dos resultados obtidos no
primeiro experimento, foi selecionada a formulagdo com melhor desempenho e relagéo custo/
beneficio sendo essa testada nas concentragfes 0,25%; 0,5% e 1,0% sobre larvas desse
mesmo carrapato. No primeiro experimento, a mortalidade dos grupos tratados com timol
com as diferentes formulagfes foi superior a 95%, apresentando diferengas significativas
(p<0,05) quando comparados aos grupos controles. No segundo experimento, por apresentar a
melhor relagdo custo beneficio, foi selecionada a formulagio 2 — (Agua QSP + alcool 50%
(v/v) + timol 2%) e nessa etapa, os valores referentes & mortalidade das larvas foram de
94,0%, 96,5% e 99,9% para as concentragdes de 0,25%, 0,5% e 1,0%, respectivamente. Os
resultados séo discutidos no corpo do trabalho.

Palavras-chave — carrapato dos bovinos, monoterpeno, Lamiaceae.
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INTRODUCAO

O timol ou acido timico (2-isopropil-5-metil-fenol) € um monoterpendide derivado de
plantas da familia Lamiacea (MESHKATALSADAT et al., 2007), podendo ser encontrado na
forma de cristais incolores com aroma irritante, sendo pouco solivel em &gua
(FARMACOPEIA PORTUGUESA VIII, 2005). Este monoterpeno ja teve seu potencial
bactericida, fungicida, nematicida, moluscicida, inseticida e acaricidas evidenciado por
diferentes autores, em diferentes espécies alvo e com diferentes tipos de formulacdes
(IMDOREF et al.,1995; MANSOUR et al., 2000; FERREIRA et al., 2009; PANDEY et al.,
2009).

Testes em condi¢Bes de laboratério revelaram que o timol apresentou atividade
carrapaticida sobre larvas ndo ingurgitadas e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (B.)
microplus (CANESTRINI, 1887) (Acari: Ixodidae) (Sinonimia — Boophilus microplus)
(NOVELINO et al., 2007a, MONTEIRO et al., 2010), sobre larvas e ninfas ingurgitadas de
Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE, 1808) (DAEMON et al., 2009; MONTEIRO et al.,
2009). Novelino et al. (2007) também demonstrou atividade repelente do timol sobre larvas
do carrapato dos bovinos. Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que o timol pode
ser uma alternativa promissora para ser empregada no manejo integrado de carrapatos.
Entretanto, nesses estudos a solubilizagédo do timol foi feita com aquecimento em banho ou
em placa aquecedora para facilitar sua solubilizacdo em &gua (NOVELINO et al., 2007;
DAEMON et al., 2009; MONTEIRO et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010; SILVA et al.,
2010), contudo, esse processo de aquecimento poderia levar a perda parcial do principio ativo,
uma vez que seu ponto de fusdo esta compreendido entre 48 e 52°C (FARMACOPEIA
PORTUGUESA VIIl, 2005).

Além da perda parcial do timol volatilizado, a formulacdo atual utiliza dentre seus
componentes o DMSO, um solvente orgéanico largamente utilizado em formulagGes
dermocosmeéticas em animais (SPINOSA et al., 2006) com objetivo de promover a permeacao
de substancias através das camadas da pele, sendo sua adicdo na formulagdo, para fins
topicos, questionavel.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo propor uma nova metodologia de
solubilizag&o do timol e avaliar a possivel potencializacdo de sua atividade carrapaticida sobre

larvas de R. (B.) microplus, considerando que € a espécie mais economicamente importante na
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regido Neotropical (MARTINS et al., 2006), sendo responsavel por perdas de 2 bilhGes anuais
de ddlares no Brasil (GRISI et al., 2002).

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério Avancado de Zoologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil e no Laboratdrio de Parasitologia da Embrapa
Gado de Leite, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Os carrapatos utilizados no presente estudo
foram cedidos pelo Laboratdrio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brasil. Os cristais de timol foram obtidos por intermédio das empresas

Henrifarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos LTDA®.

Composicao e preparo da formulagéo

Para preparacdo das formulacfes, foram pesados e triturados 200 mg de timol* em
Gral de porcelana. Depois da diminuicdo das particulas, foram feita as diluicbes para o
volume final de 10 ml cada: Formulagdo 1 — (Agua QSP + élcool 70% (v/v) + timol 2%);
Formulac&o 2 — (Agua QSP + alcool 50% (v/v) + timol 2%); Formulagio 3 — (Agua QSP +
alcool 40% (v/v) + DMSO 5% + timol 2%). Na formulacdo 3, o teste piloto indicou que
nesta concentracdo, o alcool ndo foi capaz de solubilizar eficazmente o timol. Por essa razéo

foi acrescentado o DMSO como adjuvante na solubilizacéo.

Experimento 1

Para realizacdo do experimento foi utilizada a técnica de pacote de larvas (STONE &
HAYDOC, 1962) adaptada por Leite (1988). Nesta metodologia, cerca de 100 larvas, com
aproximadamente 4 dias de vida, foram colocadas em papéis de filtro (2 x 2 cm) impregnados
com as concentragdes a serem testadas e em sequéncia, os envelopes foram fechados dentro
de papeis de filtro com dimensdes de 6 x 6 cm, com extremidades vedadas com auxilio de
pregadores. Foram formados sete grupos, com 10 repeti¢des, sendo cada grupo tratado com

uma das formulagdes de timol a 2% ou com seu respectivo controle (mesmas formulagdes

! lote 4620601, certificado de analise 026596, fabricado em 21/04/2008 e Valido até 21/04/2011 em balanga analitica modelo AY200,
calibrada em 31/03/2010, certificado nimero 74.10.
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isentas de timol). Também foi formado um grupo controle que ndo recebeu nenhum
tratamento. Apds a montagem do experimento os grupos foram mantidos em camara
climatizada a (27 £ 1 © C e UR> 80 + 10%). Apo6s 24 horas foi feita a avaliagdo da
mortalidade com a utilizacdo de uma bomba de vacuo com uma pipeta adaptada na
extremidade de uma mangueira. A mortalidade foi obtida pela seguinte férmula:

Mortalidade (%) = (total de larvas mortas/total de larvas) x 100.

Figura 6: A - Pacotes de larvas de R.(B.) microplus armazenados em
B.O.D. no laboratério sobre condicdes de temperatura 27+1°C e umidade
relativa> 80+ 10%). B — Abertura do pacote de larvas apés 24 horas. C -
Contagem das larvas com a utilizagdo de uma bomba de vacuo com uma
ponteira adaptada na extremidade da mangueira.

Experimento 2

Nesse estudo, foi utilizada a mesma metodologia do experimento 1 e a partir dos
resultados obtidos no primeiro experimento, foi selecionada a formulacdo com melhor

desempenho e relagdo custo beneficio. A formulagdo foi testada nas concentracdes 0,25%,
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0,5% e 1,0%. Também foi formado um grupo controle (formulacéo isenta de timol). Apds a
montagem do experimento os grupos foram mantidos nas mesmas condi¢Oes citadas

anteriormente, e a mortalidade foi avaliada da mesma forma.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Biostat versdo 5.0. Os valores
percentuais foram transformados em Varco seno x. Os valores médios de cada tratamento
foram analisados por ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). No caso de distribuicdo ndo
paramétrica, os valores foram comparados através de testes ndo-parameétricos de Kruskal-
Wallis e Student Newman-Keuls (p <0,05).

RESULTADOS

A mortalidade de todos os grupos tratados com as formulagdes contendo timol foram
superiores a 95%, apresentando diferengas significativas (p<0,05) em relagédo a todos os
grupos controle, onde a mortalidade em nenhum dos tratamentos foi superior a 0,53%. N&o
foram constatadas diferencas significativas (p>0,05) entre as medias quando comparado 0s
grupos controle entre si. Mesmo fato observado comparando 0s grupos tratados com

formulagdes contendo timol a 2% (Tabela 1).

Tabela 1 - Mortalidade média de larvas de Rhipicephalus (B.) microplus (Acari: Ixodidae) tratadas
com trés diferentes formulagdes de timol a 2% e mantidas sob condi¢fes de laboratério (27 1°C e
UR> 80+ 10%). Laboratério de Artropodes Parasitos, Juiz de Fora, MG, Brasil.

Tratamentos Mortalidade média (%) +
desvio padréao
Controle (sem tratamento) 0,42°+0,89
Controle 1 (Agua QSP+ alcool 70%(v/v) ) 0,53%+0,93
Controle 2 (Agua QSP+ alcool 50%(v/v) ) 0,00%0,00
Controle 3 (Agua QSP+ alcool 40%(v/v) + DMSO 5%) 0,44°+0,78
Formulagéo 1 (Agua QSP+ &lcool 70%(v/v) + timol 2%) 99,73"+0,57
Formulagéo 2 (Agua QSP+ &lcool 50%(v/v) + timol 2%) 96,65°+3,57
Formulagio 3 (Agua QSP + alcool 40%(v/v) + DMSO 96,39°+4,08

5% + timol 2%)
Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de
5%.
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No segundo experimento (tabela 2), devido a apresentar a melhor relagdo custo
beneficio, foi selecionada a formulagdo 2 — (Agua QSP + alcool 50%(v/v) + timol 2). Os
valores referentes a mortalidade das larvas foram de 94,0%, 96,5% e 99,9% para as
concentracdes de 0.25%, 0.5% e 1.0%, respectivamente, e, foram constatadas diferengas
significativas (p<0,01) entre todos os grupos tratados e o controle, onde a mortalidade foi
inferior a 0.3%. Também foram constatadas diferengas significativas (p<0,01) entre o grupo

tratado com timol a 0,25% e timol a 1,0%.

Tabela 2 - Mortalidade media de larvas de Rhipicephalus (B.) microplus (Acari: Ixodidae) tratadas
com diferentes concentracdes de timol e mantidas sob condi¢Ges de laboratério (27+ 1 ° C e UR> 80+
10%). Laboratdrio de Artropodes Parasitos, Juiz de Fora, MG, Brasil.

Tratamentos Mortalidade média (%) + desvio padrao
Controle — (4gua QSP + alcool 50% (v/v)) 0,26°+0.57
Timol 0.25% 94,00°+4.70
Timol 0.5% 96,57"°+5.08
Timol 1.0% 99,93°+0.21

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%

DISCUSSAO

Nos experimentos realizados, foram propostas trés novas formas de solubilizagéo do
timol utilizando-se nova metodologia de preparo da solucéo diferindo do método adotados por
Novelino et al. (2007); Daemon et al. (2009), Monteiro et al. (2009) e Monteiro et al. (2010),
onde as principais diferengas sdo a retirada do Dimetilsulféxido (DMSO) como agente de
solubilizagéo do timol e a néo utilizagdo de aquecimento durante o processo de preparo.

Na metodologia adotada por Novelino et al. (2007), Daemon et al. (2009), Monteiro et
al. (2009) e Monteiro et al. (2010), a emulsificacdo do timol em solugdo aquosa de DMSO a
1% foi realizada com aquecimento de 60° C, fato esse em decorréncia da baixa solubilidade
do mesmo em &gua. No presente trabalho, foi proposta a solubilizacdo do timol em alcool
etilico visto a alta solubilidade do timol (REYNOLDS, 1996) frente a essa substancia,
fazendo com que o aquecimento da solucdo ndo fosse mais necesséario, evitando a possivel
perda do principio ativo. Cabe ainda destacar, que ndo foi utilizado o DMSO na solubiliza¢&o

de duas das trés formulagdes testadas.
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Os resultados do primeiro experimento demonstraram que as trés formulagGes testadas
apresentaram atividade carrapaticida sobre larvas de R. (B.) microplus uma vez que o
percentual de mortalidade foi superior a 95% nos trés grupos tratados, atingindo assim a
eficicia preconizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento para produtos
carrapaticidas (MAPA, 1990).

Para a realizacdo do segundo experimento, uma vez que a atividade das trés solugdes
foram similares, foi escolhida a formulacéo 2 que ndo necessita da utilizagdo de DMSO que
pode levar a irritagdo ocasional no local de aplicacdo da pele ao carrear compostos atraves da
barreira dérmica (LEONARDI & CHORILLI, 2008), diferindo também da formulagdo 3, uma
vez que utiliza menor quantidade de &lcool, comparada com a formulacdo 1. Segundo Spinosa
et al. (2006), maiores concentracdes de alcool etilico podem elevar o preco do produto e séo
contra-indicadas para peles irritadas, esfoladas e escoriadas. A formulagdo 3 foi eliminada
devido & presenca de DMSO que néo se faz necessario em uso topico.

No segundo experimento pode-se constatar que a concentracédo de 0,25 e 0,5% de
timol resultou na mortalidade de 94,00 e 96,57% das larvas de R. (B.) microplus,
respectivamente. Esse resultados sdo superiores aos encontrados por Novelino et al. (2007)
que utilizando as mesma concentragdes, com outra forma de solubilizagéo, relatou que a
mortalidade foi de 22,69 e 71,99% sobre as larvas desse mesmo ixodideo. A mortalidade na
concentragdo de timol a 1,0% foi de 99,93, sendo similar ao observado por Novelino et al.
(2007), que constataram mortalidade de 100%. Com base nesses resultados podemos inferir
que a nova solubilizagéo do timol potencializou sua atividade carrapaticida.

A melhor eficécia da nova formulagdo pode estar ligada com 0 ndo aquecimento da
solucdo evitando a possivel perda do principio ativo por evaporacédo, devido a sua faixa de
fusdo estar compreendida entre 48° a 52° C (FARMACOPEIA PORTUGUESA VIII, 2005) e
pela melhor solubilidade do timol em alcool (REYNOLDS, 1996).

Assim como discutido por BAGGIO (2004) em seu manuscrito sobre produtos com
timol sobre controle da varroose, sdo necessérias maiores pesquisas levando em consideragao
os componentes das formulaces e suas influencias na eficicia do principio ativo utilizado.
Séo necessarias também, mais pesquisas relativas & eficacia carrapaticida do timol em testes
de campo bem como a influéncia das apresentacdes farmacéuticas nessa eficacia, levando em

consideragao seus componentes e alvo de agéo.
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CONCLUSAO

As formulacgdes elaboradas no experimento 1 demonstraram que a modificacdo dos
componentes e proporgdes ndo obtiveram impacto significativo na eficicia carrapaticida do
timol.

Nas condigbes estudadas, a formulacdo utilizada no segundo experimento
potencializou a atividade carrapaticida do timol frente as larvas de R. (B.) microplus,
melhorando sua solubilidade e evitando sua evaporagéo.

A formulacéo incorporada de timol a 2% em &lcool 50% (v/v) foi a que obteve, além
da atividade comprovada, potencializada em 4 vezes relativa a metodologia utilizada
atualmente, sendo esta isenta de DMSO.

A ndo utilizacdo do aquecimento durante o processo de formulagéo contribuiu para a

ndo volatilizacdo do principio ativo, potencializando sua eficécia carrapaticida.
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