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RESUMO

O Rhipicephalus microplus € um ectoparasita de maior importancia econdémica a
bovinocultura. O controle do carrapato bovino tem sido dificultado pela resisténcia de
populacées aos acaricidas sintéticos. Compostos bioativos de plantas podem ser
uma alternativa para o controle deste ectoparasita. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito repelente e carrapaticida de extratos e éleos essenciais de plantas
sobre o carrapato bovino R. microplus. Extratos da planta Piper tuberculatum foram
obtidos com hexano, éter etilico, etandlico e metandlico. Depois todos os extratos
foram rotoevaporado. Os Oleos essenciais de Lippia alba foram obtidos por
hidrodestilagdo, os de Citrus ssp. por prensagem a frio dos frutos e todos os
componentes dos 06leos essenciais foram analisados por Cromatografia Gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-MS). Os monoterpenos utilizados foram
obtidos comercialmente. Todos os extratos foram utilizados no teste de larvas e
imersao de fémeas Ingurgitadas. Os 6leos essenciais foram utilizados no teste de
repeléncia. Todos os extratos demonstraram uma alta atividade sobre larvas de R.
microplus. O extrato Hexanico de frutos de P. tuberculatum apresentou uma CL50
de 0,04 mg/mL, seguido de éter etilico com CL50 de 0,08 mg/mL, etandlico com
CL50 de 2,73 mg/mL. O extrato éter etilico de frutos de P. tuberculatum também
demonstrou uma alta atividade sobre fémeas Ingurgitadas. Os genoétipos LA-13 e
LA-57 de Lippia alba apresentaram uma alta atividade repelente sobre larvas de R.
microplus por mais de 40 horas numa concentragdo de 6,88 mg/cm2 Os
monoterpenos apresentaram baixa atividade repelente. O 6leo essencial de Citrus
aurantium var. dulcis apresentou uma alta atividade repelente com mais de 30 horas
de repeléncia na concentracdo de 6,88mg/cm2. Os demais Oleos testados
apresentaram um tempo de repeléncia menor que 5 horas. Nossos resultados
demonstraram que as plantas possuem compostos ativos com alto potencial
acaricida, e que podem vir a serem utilizados em produtos de uso comercial para o
controle do carrapato bovino.

Palavras-chave: Produtos Naturais, compostos ativos, controle, Repeléncia.



ABSTRACT

Rhipicephalus microplus is an ectoparasite of major economic importance to cattle.
The control cattle tick has difficult by resistance of populations to synthetic
acaricides. Plant bioactive molecules can be an alternative to control this
ectoparasite. The aim of this study was to evaluate the repellent and acaricide effect
of extracts and essential oils from plants on the cattle tick R. microplus. Hexane, ethyl
ether, ethanolic, and methanolic extracts was obtained of P. tuberculatum fruits. After
extraction, all of the extracts were dried. Essential oil from L. alba was obtained by
hydrodistillation, all oil essential of Citrus ssp. were extracted by cold pressing fruits
and all the identification of the major compounds of essential oils was performed by
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and gas
chromatography flame ionization detector (GC-FID). Monoterpenes was obtained
commercially. All the extracts was use larval packet tests and Adult immersion tests.
Oil essential was used to repellency test. All extracts showed highest larvicidal
activity against R. microplus. Hexane extract showed a CL50 of 0.04 mg/mL, CL50
ethyl ether of 0.08 mg/mL and ethanolic LC50 of 2.73 mg/mL. P. tuberculatum fruit
extracts were also effective against engorged females R. microplus. Genotypes LA-
13 and LA-57 of L. alba showed repellent activity against larvae of R. microplus more
than 40 hours at concentration of 6.88 mg/cm2. Monoterpenes showed lower
repellent activity. Oil essenctial of Citrus aurantium var. dulcis showed repellent
activity more than 30 hours at concentration of 6.88 mg/cm2. Other essential oils
tested showed a time of repellency lower 5 hours. Ours results reported than plants
contains bioactive compounds with great potential acaricides, and they can be
commercial products for the control of R. microplus.

Key-words: Natural Products, active compounds, control, repellency



INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus microplus constitui-se um dos maiores problemas
parasitdrios enfrentados pela pecudria bovina. Os prejuizos econdmicos causados por este
carrapato, ultrapassar os 2 bilhdes de délares (Alonso, 1992; Grisi et al., 2002). Os danos
ocasionados pelo carrapato sdo visualizados diretamente na diminui¢ao da producido de leite e
carne, além de serem responsdveis pela transmissdao agentes infeciosos (Babesia spp. e

Anaplasma spp.) (Rodriguez-Vivas et al., 2004; Sousa, 2008; Madder, et al., 2011).

O controle do carrapato bovino € geralmente realizado utilizando acaricidas sintéticos.
O manejo inadequado, uso de formulagdes caseiras e utilizagdo indiscriminada (Furlong et al.,
1996; Furlong; Prata, 2006) vém acelerando a selecdo de carrapatos resistentes aos principios
ativos disponiveis comercialmente (Oliveira, 1999; Graf et al., 2004).

A resisténcia de populacdes de carrapatos as bases sintéticas tem aumentado ao ponto
da maioria dos acaricidas sintéticos apresentarem eficiéncia inferior a 75% (Graf et al., 2004).
Estes acaricidas sintéticos deixam residuos nos produtos de origem animal, causam a
contamina¢cdo do ambiente, e provocam transtornos a saide do homem (Pereira; Farmadas,
2004). Com o aumento da resisténcia a drogas antiparasitdrias, a industria tem hesitado em
investir na pesquisa de novos produtos quimicos, promovendo assim a busca por alternativas
aos produtos sintéticos (Chagas, 2002). Produtos de origem vegetal possuem vantagens como
suprimento sustentavel, baixo custo, e maior biodegradabilidade (Heimerdinger, 2005). O uso
de produtos de origem vegetal de uma forma isolada ou associada pode provocar um
desenvolvimento bem mais lento da resisténcia de populacdes de insetos e dcaros (Broglio-
Micheletti, 2009; Borges et al., 2003).

Os compostos de plantas tem se tornado uma interessante perspectiva como alternativa

ao uso de produtos quimicos para o controle do carrapato bovino (Schenkel et al., 2001;
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Lebouvier et al., 2013). Uma variedade de plantas distribuidas por diversas partes do mundo
s@o conhecidas por sua atividade repelente e acaricida (Kaaya, 2000).

A familia Piperaceae é amplamente distribuida em regides tropicais e sub tropicais do
mundo. Plantas dessa familia apresentam um enorme valor econdmico, comercial e medicinal
(Rodrigues et al., 2009). Estudos quimicos realizados em algumas espécies do género Piper
demonstraram que elas possuem uma grande diversidade de compostos secundarios com acdo
biolégica (Navickiene, 2003). No Brasil, o género € largamente utilizado em comunidades
para fins medicinais (Trindade et al., 2012; Felipe et al., 2007). A espécie Piper tuberculatum
tem sido usada como anticincer, anti pirético, anti diurético, inseticida e carrapaticida (Park et
al., 2002; Felipe et al., 2007; Trindade et al., 2012).

As atividades bioldgicas desta espécie t€ém sido atribuidas a presenca de lignina e
amidas tal como piperina, flavondides, kawalactonas, butendlidos, epéxidos de ciclohexano, e
outros. As amidas representam o principal grupo de metabdlitos secundérios, responsdveis
pela atividade inseticida (Parmar et al., 1997).

Plantas do genéro Lippia compreendem cerca de 250 espécies de plantas distribuidas
na América do Sul e na Africa (Aguiar; Costa, 2005). A espécie Lippia alba é uma planta
aromdtica, que apresenta uma grande variabilidade quimica e a¢do farmacolégica (Heldwein
et al., 2012). Suas propriedades medicinais (analgésica, anti inflamatdria, anti convulsante e
tranquilizante) sdo conhecidas desde 1982 (Aguiar 2006; Saad et al., 2009; Hennebelle et al.,
2008). Plantas desta familia apresenta um grande valor comercial para inddstrias
farmacéuticas, aromdticas e perfumes, além de apresentarem moléculas promissoras para
serem utilizadas em produtos quimicos agricolas (Yamamoto et al.,2008).

O 6leo essencial de L. alba apresenta em sua composi¢ao diferentes tipos de carvona e

citral (Abreu Matos et al., 1996) que podem servir como repelentes. A atividade biolégica
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pode ser afetada pela variacdo dos constituintes majoritdrios, que existe entre o0s trés
diferentes quimiotipo de L. alba (Saad et al., 2009).

O género Citrus pertence a familia Rutaceae com aproximadamente 16 espécies
distribuidas em regides subtropicais. E um género que tem como centro de origem o sudeste
da Asia, especialmente o leste da Africa (Fisher; Phillips, 2008). Espécies deste género sdo
consideradas importantes culturas frutiferas em todo o mundo por fornecer vitaminas,
minerais, pectinas e fibras para o corpo humano, mas também sao conhecidas por apresentar
importancia fitoquimica com a presenca de flavonoides e d4cidos fendlicos em sua
constituicdo, além de apresentar diversas propriedades biologicas (Aruoma et al., 2012).

O dleo essencial dos Citrus ssp. contém de 85 a 99% dos seus constituintes volateis e
1 a 15% de componentes nao voldteis. O 6leo essencial desta planta caracteriza-se com uma
predominancia de uma mistura de monoterpenos principalmente limoneno com 32 a 98%
(Borgmann et al., 2004; Fisher; Phillips, 2008).

Pesquisas sobre o efeito potencial acaricida e repelente de planta tornam-se fontes
imprescindiveis de estudo no intuito de disponibilizar novos compostos ativos e desenvolver
alternativas para o controle do carrapato R. microplus. Este trabalho tem como objetivo
avaliar a atividade repelente e carrapaticida de extratos e 6leos essenciais de plantas sobre o
carrapato bovino R. microplus. Assim, essa dissertacao esta dividida em trés capitulos:

e Capitulo 1: A atividade carrapaticida de extratos de frutos de Piper
tuberculatum sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus. Este capitulo
foi publicado no periodico Parasitology Research, v. 113, p. 107-112, 2014.

e Capitulo 2: A atividade repelente de diferentes gendtipos de Lippia alba sobre
larvas de R. microplus. Este capitulo serd submetido ao periodico Parasitology

Research.
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e (Capitulo 3: Efeito repelente de 6leos essenciais de Citrus ssp. sobre larvas de
R. microplus. Este capitulo serd submetido ao periodico Bioresources

Technology.
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Abstract Rhipicephalus microplus is the main tick that af-
fects cattle. Plant bioactive molecules can be used to control
this ectoparasite. The aim of this study was to evaluate the
in vitro efficacy of Piper tuberculatum fruit extracts obtained
with different solvents on R. microplus larvae and engorged
females. Hexane, ethyl ether, ethanolic, and methanolic ex-
tracts of P. tuberculatum fruits were evaluated. After extrac-
tion, all of the extracts were dried. Adult immersion tests and
larval packet tests were performed with five different concen-
trations of each of the extracts. The hexane extracts of P,
tuberculatum showed the highest larvicidal activity against
R. microplus (lethal concentration (LCs=0.04 mg/mL),
followed by the ethyl ether (LCs5,=0.08 mg/mL), ethanolic
(LCs50=2.73 mg/mL), and methanolic (LCs,=4.49 mg/mL)
extracts. The P. tuberculatum fruit extracts were also effective
against R. microplus -engorged females. Ethyl acetate extracts
showed the highest efficiency (LCs0=18.4 mg/mL), followed
by the methanolic (LCs,=105.6 mg/mL), ethanolic (LCs¢=
140.0 mg/mL), and hexane (LCs,=297.4 mg/mL) extracts.
All of the extracts showed similar chromatographic pro-
files containing 24 % piperine. The P tuberculatum fruit
extracts contain bioactive compounds with great potential
to improve the standard formulations of acaricides for the
control of R. microplus.
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Introduction

Rhipicephalus microplus is the most common tick that affects
cattle in tropical and subtropical regions (Dominguez-Garcia
et al. 2010; Gazim et al. 2011). The main effects of this
parasite are weight reduction, decreased milk production,
and transmission of pathogens (Alonso et al. 1992; Olivo
etal. 2008). R. microplus is generally controlled with synthet-
ic acaricides, but indiscriminate use is selected for resistant
ticks to the active compounds currently available on the
market (Rodriguez-Vivas et al. 2006; Castro-Janer et al.
2010; Miller et al. 2013). Resistance has decreased the effi-
ciency of acaricides in many countries to the point that some
chemicals have no effect greater than 75 % (Graf et al. 2004).

The use of plants is an alternative to synthetic chemicals for
tick control (Schenke etal. 2001; Ribeiro et al 2008; Apel et al
2009; Schmahl et al 2010; Lebouvier et al 2013). The natural
products degrade quickly in the environment and resistance to
these compounds develops at a slower rate compared to
synthetic acaricides (Hernandez et al. 1987; Gupta et al.
2000; Borges et al. 2003). Plants from the Piperaceae family
are widely distributed through the tropical and subtropical
regions of the world. The main genus of this family is the
genus Piper, with approximately 700 species around the
world (Lopes et al. 2012; Trindade et al. 2012). The genus
Piper has economic, medical, and commercial uses. In folk
medicine, Piper tuberculatum has been used as an
antidiuretic, anticancer, antipyretic, and expectorant (Park
et al. 2002; Felipe et al. 2007).

Extracts of the leaves of P. tuberculatum have been used as
insecticides (Trindade et al. 2012) and anti-feeds against in-
sects (Castro et al. 2008), and essential oils have been used as
acaricides (Chagas et al. 2012). However, no studies have
evaluated the use of P tuberculatum fruit extracts against
ticks. Acaricide efficiency can vary according to the method
of extraction, solvent polarity, and the plant part used in the
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extraction (Silva et al. 2009; Rosado-Aguilar et al. 2010;
Ravindrana et al. 2011). Thus, the purpose of this study was
to evaluate the in vitro acaricide activity of P. tuberculatum
fruit extracts obtained with different solvents on R. microplus
larvae and engorged females.

Materials and methods
Collection and identification of plant

Fruits from P. tuberculatum were collected, dried in a cool and
ventilated place, and pulvetized in an electric mill (Matos
1988; Cechinel-Filho and Yunes 1998). A voucher specimen
was deposited at the Herbarium of Emilio Goeldi museum,
Belém, Para, Brazil, under the number 200417.

Preparation of extracts

Fruits (Fr; 1.866 kg) of P. tuberculatum (Pt) were extracted at
room temperature using a sequence of solvents of increasing
polarity (hexane (H); ethyl ether (EE); and methanol (M)) for
7 days each. The ethanol extract (E) was prepared in a water
bath at 60 °C for 2 h (Fig. 1). After extraction, all of the
extracts wetre dried by in a rotary evaporator to obtain the
hexane (PtFtH), ethyl ether (PtFrEe), methanolic (PtFtM), and
ethanolic (PtFrE) extracts. The extracts were dissolved in 2 %
triton prior to testing.

Chemicals analysis

Column chromatography of the fractions was performed with
silica gel 60, 70-230 mesh. The comparative thin layer chro-
matography was carried out in slurry of 30 g of silica gel with
a fluorescence indicator. Piperine was then isolated from these
partitions according to the methods of Facundo et al. (2008),
Cotinguiba et al. (2009), and Xia Li-Zi et al. (2010).

Tick preparation

Engorged R. microplus females (>4.5 mm) were collected
from artificially infested calves, washed with water, and dried
with a paper towel. The engorged females were selected
morphologically and used in the adult immersion test (AIT)
or maintained in the laboratory at 27 °C and relative humidity
>80 % for 15 days until the eggs were laid. These eggs
provided the larvae used for the larval packet test (LPT).

Larval packet test
LPT was performed according to the method described by

Stone and Haydock (1962) and modified by FAO (1971) and
Leite (1988), as described below. Approximately 100 tick

@ Springer

Fruits of
Piper tuberculatum

‘ Hexane (7 days)

Residue Hexanic Extracts (PtFrH)

Ethyl ether
(7 days)
Ethyl ether extract
(PtFrEe) Residue
‘ Methanol (7days)
Residue Methanolic extracts
(PEM)
Ethanol (water bath, 2 hours)
Residue Ethanolic Extracts
(PtF1E)

Fig. 1 Methods of preparation of the hexane (PtFrH), ethyl ether
(PtFrEe), methanolic (PtFrd), and ethanolic (PtFrE) Piper
tuberculatum fruit extracts

larvae were placed on one sheet of filter paper and then
covered with another sheet, forming a sandwich. The
sandwiched filter papers and larvae were then placed in an
envelope of folded non-impregnated filter paper (72.25 cm?)
and sealed with a plastic clothespin. The envelope was placed
in an incubator and maintained at 27+1 °C with relative
humidity (RH) >80 % for 24 h. After this time, alive and dead
larvae were counted. Ticks that did not move were considered
dead. The experiment was performed with four replicates for
each treatment. The tests were performed with 12 concentra-
tions ranging from 0.01 to 20.00 mg/mL of each exfract
dissolved in 2 % triton X-100. A solution of 2 % triton X-
100 was used as a negative control. The lethal concentration
(LCsp) of each compound against the larvae was calculated
using GraphPad Prism 5.0. The extract was considered to be
significantly (P< 0.05) more (or less) efficient than another
extract when there was no overlap between the 95 % confi-
dence limits of the LCs, values (Roditakis et al. 2005).

Adult immersion test

The sensitivity of the engorged R. microplus females to each
extract was determined using the AIT described by
Drummond et al. (1973). Engorged R. microplus females
were collected from artificially infested calves. Groups of
ten engorged female ticks each werte individually weighed in
ordet to obtain groups with similar weights.
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Each tick group was submerged for 5 min in one of
five concentrations of each extract ranging from 5.00 to
75.00 mg/mL in 2 % triton X-100. Triten X-100 (2 %)
was used as the negative control. The engorged females
were subsequently dried on a paper towel, placed in
Petri dishes and maintained in a biochemical oxygen
demand incubator at 27+1 °C and RH =80 % for
15 days for further evaluation of oviposition and hatch-
ability of their eggs.

The egg production index (EPI), the reduction in oviposi-
tion, and the efficiency of the extract (EP) were calculated
according to the following formulas: EPI = (weight of eggs/
weight of engorged female) x 100 (Bennett 1974); reduction in
oviposition = (EPI control group — EPI experimental group/
EPI control group)> 100 (Roulston et al. 1968); reproduction
efficiency index (REI) = (sgg mass weight x egg hatching
(percentage)/engorged females weight) x 20,000; and EP =
(REI control — REI treated )/(REI control x100) (Drummond
et al. 1973).

Lethal concentrations were calculated using GraphPad
Prism 5.0. Significant differences (P <0.05) between the
average efficiency of each pair of extract were considered
when there was no overlap between the 95 % confidence
limits (CL 95 %) of the LC s values (Roditakis et al. 2005).

Results

All of the extracts of P. tuberculatum fruits were highly
effective against the larvae of the tick R. microplus
(Table 1, Fig. 2). Extracts prepared with solvents with
minor polarities had greater larvicidal activity than extracts
prepared with higher polarity solvents. PtFrH showed the
greatest efficacy (LC5,=0.04 mg/mL, CL 95 %=0.02

0.06 mg/mL), followed by PtFrEe (LCs5,=0.08 mg/mL,
CL 95 %=0.07 0.09), PtFrE (LCs,=2.73 mg/mL, CL
95 %=2.50 2.90 mg/mL), and PtFrM (LC5,=4.49 mg/
mL, CL 95 %=3.90 5.00).

The P tuberculatum fruit extracts also demonstrated
activity against engorged female ticks (Table 2). The index
of egg production and therefore the reduction in oviposi-
tion was lower after treatment with 75 mg/ml of PtFrH
and PtFrEe. The ethyl acetate extract showed the highest
efficiency against engorged females (LCs50=18.4 mg/mL,
CL 95 %=11.40 29.50), followed by the methanolic ex-
tract (LC50=105.6 mg/mL, CL 95 %=66.39 167.80), and the
ethanolic extract (LCse=140.0 mg/mL, CL 95 %=133.50
146.80) (Tables 3 and 4).

All of the P. tuberculatum fruit extracts showed similar
chromatographic profiles. The major constituent after chro-
matographic separation was piperine, which constituted ap-
proximately 24 % of the extract.

Table 1 Efficacy of Piper tuberculatum fruit extracts against
Rhipicephalus micvoplus larvae

Extract Concentration Mortality
(mg/mL) (%)
PtFrH 0.12 100.0
0.06 98.4
0.05 50.9
0.03 37.9
0.01 0.0
PtFrEe 0.25 100.0
0.12 99.2
0.08 433
0.06 293
0.03 0.0
PFE 8.00 95.7
6.00 9.7
4.00 839
2.00 15.7
1.00 0.0
PFrM 20.00 100.0
8.00 96.2
6.00 70.1
4.00 48.2
1.00 0.0

PtFvH hexane extracts, PrFrEe ethyl ether extracts, PeFrA methanolic
extracts, PrFyE ethanolic extracts

Discussion

Research on plants that could be used for tick control is
conducted with the goal of identifying extracts with acaricidal
properties that could be used in association with or as a
replacement for synthetic compounds (Borges et al. 2011;
Martinez-Velazquez et al. 2011). In this paper, we present
the first report of the in vitro efficiency of P. tuberculatum
fruit extracts on R microplus larvae and engorged females.

b

<00
200 p Lo

Fig. 2 Rhipicephalus microplus larvae after larval packet test, a control
and b treated with Piper tuberculatum fruit extracts
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Table 2 Egg production index, reduction in oviposition, eggs hatching,
and efficiency of the extract (EP) from Piper tuberculatum fruits in
engorged Rhipicephalus microplus females

Extract Concentrations Egg Reduction in  Eggs EP (%)

(mg/ml) productions oviposition  hatching
index (%) (%) (%)

Control — 54.1 - 92.9

PFtH 75 0.0 100.0 0.0 100.0
50 441 13.5 95.7 172
25 458 10.0 94.0 155
10 51.1 -0.2 100.0 5.9
5 48.0 59 100.0 0.0

PtFrEe 75 64 88.1 30.0 96.2
50 465 14.0 35.0 67.6
25 49.7 8.1 59.0 41.7
10 4590 94 63.8 37.8
5 503 7.0 69.5 30.5

PFrE 75 525 59 78.9 114
50 533 45 84.8 34
25 556 04 88.2 0.0
10 544 2.5 90.7 0.0
5 575 -3.0 85.5 0.0

PFrM 75 447 175 56.5 50.0
50 503 Tl 67.5 326
25 499 79 713 293
10 533 15 12.5 232
5 53.6 09 81.5 13.1

PtFyH hexane extracts, PtFrEe ethyl ether extracts, PtFrM methanolic
extracts, PtFrE ethanolic extracts

P, tuberculatum is widely distributed throughout tropical and
subtropical regions and is found in several regions of Brazil
(Maia et al. 2001; Facundo et al. 2008). In the Northeast
Brazilian communities, it is often used for medicinal purposes,
mainly as an analgesic, a sedative, or an antidote for a snake bite
(Felipe et al. 2007). The bioactive molecules from this plant
have advantages over chemical compounds for tick control,
namely, the variety of molecules in the plant may act

Table3 Lethal concentration of Piper tuberculatum fruit extracts against
Rhipicephalus microplus larvae

Extracts LG CL 95 % R?

PFrH 0.04* 0.02-0.06 0.83
PiFrEe 0.08° 0.07-0.09 092
PFrE 2.73° 2.50-2.90 0.99
PFrM 4494 3.90-5.00 092

PtFyH hexane extracts, PtFrEe ethyl ether extracts, PtFrM methanolic
extracts, PeFrE ethanolic extracts, LC'sy concentration (mg/mL) at which
50 % of the R. microplus larvae died, CL 95 % confidence limits at 95 %
probability, R’ regression

Different letters between rows indicate difference statistically significant

@ Springer

Table4 Lethal concentration of different Piper tuberculatum fruit extracts
against engorged Rhipicephalus microplus females

Extracts LGy CL 95 % R?
PtFrH* = = =
PtFrEe 18.4 114-295 0.78
PFE 140.0° 133.5-146.8 0.99
PFM 105.6° 66.39-167.8 0.89

PtFrH hexane extracts, PtFrEe ethyl ether extracts, PtFrM methanolic
extracts, PeFrE ethanolic extracts, LC 5, concentration (mg/mL) at which
50 % of the R. microplus-engorged females died, CL 95 % confidence
limits at 95 % probability, R? regression

*Not possible to calculate the LCsq

Different letters between rows indicate difference statistically significant

synergistically to increase the activity of the compound while
also lag the development of resistance in ticks to the extract or
compound isolated from the plant (Mgbojikwe and Okoye
2001).

The fruits of species belonging to the Piperaceae family
have shown insecticidal action, but there have been no repotrts
of activity against ticks. Here, we show that the hexane
extracts of fruits (LCs,=0.04 mg/mL) and ethanolic extracts
(LC50=0.08 mg/mL) of the fruits of P. tuberculatum have
high activity against R. microplus larvae. The hexane and
ethanolic extracts of fruits of P tuberculatum are approxi-
mately 50- to 100-fold more active than the extracts from
leaves of P. tuberculatum evaluated by Chagas et al. (2012)
(LCs50=0.41 %, =4.1 mg/mL) and approximately 60- to 150-
fold more active than essential oils made from the leaves of
Piper mikanianum (LCs5¢=2.33 puL/mL, ~2.43 mg/ml) and
Piper xylosteoides (LCsq 6.15 uL/mL, =6.44 mg/mL), respec-
tively, evaluated by Ferraz et al. (2010). These data shows that
extracts from the fruits of P tuberculatum have higher con-
centrations of acaricide compounds than leaves of the same
species or other species of the genus Piper.

We observed a concentration of 24 % piperine in the
exfracts. Piperine amides have been investigated as models
for the development of new insecticides (Scott et al. 2002;
Castro 2007). However, isolated piperine showed no activity
against R. microplus larvae or engorged females (Chagas et al.
2012). The high mortality of larvae and engorged female
found in this study may be due to a combination of com-
pounds such as piperines and other secondary amides that
potentiate the toxicity of the extract.

The extracts of fruits from P. tuberculatum prepared with
solvents with low polarity showed higher larvicidal activity
than extracts prepared with high polarity solvents. Similar
results were obtained with Tiypanosoma cruzi epimastigotes
(Cotinguiba et al. 2009; Regasini et al. 2009) and with extracts
of Piper aduncum against R. microplus (Silva et al. 2009).
The differences in the activities of the extracts can be attrib-
uted to the presence of different bioactive compounds after the
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process of liquid-liquid partitioning with increasingly polar
solvents. However, despite the high concentration of piperine
in the extracts, the biological activity of some extracts may
have been due to compounds present in smaller proportions in
the plant. The increased efficiency of piperamides occur when
three or more toxic compounds with similar effects are com-
bined (Scott et al. 2002; Navickiene et al. 2007).

Leaf extracts of P tuberculatum are effective against R.
microplus adults at high concentrations (10 %) and de-
crease considerably as the concentration decreases (Chagas
et al. 2012). In our study, the ethyl ether extract of P
tuberculatum fruit was the most effective against engorged
females (LCs0=18.4 mg/mL) and reduced both oviposition
and hatchability.

Piplartine and piperine did not show significant effects
against engorged R. microplus females (Chagas et al.
2012), and the results reported here support the hypothesis
that others active substances or a combination of substances
can be more effective.

The fruit extract of £ tuberculatum contains bioactive
compounds with great potential to improve the standard for-
mulation of acaricides for the control of R. microplus.

Acknowledgments The authors wish to thank Dr. Alexandra Martins
dos Santos Soares for her valuable contribution to the preparation of this
manuscript. We also thank CNPq (The Brazilian National Council for
Scientific and Technological Development) for awarding a fellowship to
LM. Costa-Janior, CAPES (Brazilian Federal Agency for support and
evaluation of graduate education) and FAPESPA (Pard State Research
Foundation) for the scholarship to A.S. Lima and S.G. Pereira, respec-
tively. We also thank CNPq and FAPEMA (Maranhdo State Research
Foundation) for their financial support.

References

Alonso M, Arellano-Sota C, Cereser VH, Cordoves CO, Guglielmone
AA, Kessler R, Mangold AJ, Nari A, Patarroyo JH, Solari MA, Veja
CA, Vizcaino O, Camus E (1992) Epidemiology of bovine anaplas-
mosis and babesiosis in Latin America and the Caribbean. Sci
Technol 11:713-733

Apel MA, Ribeiro VLS, Bordignon SAL, Henriques AT, Poser GV
(2009) Chemical composition and toxicity of the essential oils from
Cunila species (Lamiaceae) on the cattle tick Rhipicephalus
(Boophilus) microplus . Parasitol Res 105:863-868

Bennett GH (1974) Oviposition of Boophilus microplus (Canestrini)
(Acarina: Ixodidae) I. Influence of temperature, humidity and light.
Acarologia 16:250-257

Borges LM, Ferri PH, Silva WIJ, Silva WC, Silva JC (2003) In vitro
efficacy of extracts of Melia azedarach against the tick Boophilus
microplus. Med Vet Entomol 172:28-31

Borges LMF, Sousa LAD, Barbosa CS (2011) Perspectives for the use of
plant extracts to control the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Rev Bras Parasitol Vet 20:39-96

Castro MJP (2007) Potencial inseticida de extratos de Piper tuberculatum
JACQ. (piperaceae) sobre a fase larval de Spodoptera frugiperda (J.
E. SMITH). Dissertation, Federal University of Piaui

Castro MJP, Silva PHS, Padua LEM (2008) Atividade de extrato de Piper
tuberculatum Jacq. (Piperaceae) sobre Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith). Rev Ciénc Agron 3:437-442

Castro-Janer E, Martins JRS, Mendes MCD, Namindome AB, Klafke
GMB, Schumaker TTS (2010) Diagoses of fipronil resistance in
Brazilian cattle ticks Rhipicephalus (Boophilus) microplus using
in vitro larval biossays. Vet Parasitol 173:300-306

Cechinel-Filho V, Yunes RA (1998) Estratégia para a obtencdo de
compostos farmacologicamente ativos a partir de plantas
medicinais: conceito sobre modificagdo estrutural para otimizacdo
da atividade. Quim Nova 21:99-105

Chagas ACS, Barros LD, Cotinguiba F, Furlan M, Giglioti R, Oliveira
MCS, Bizzo HR (2012) In vitro efficacy of plant extracts and
synthesized substances on Rhipicephalus (Boophilus) Microplus
(Acari: Ixodidae). Parasitol Res 110:295-303

Cotinguiba F, Regasini LO, Bolzani VS, Debonsi HM, Passerini GD,
Cicarelli RMB, Kato MJ, Furlan M (2009) Piperamides and their
derivatives as potential anti-trypanosomal agents. Med Chem Res
18:703-711

Dominguez-Garcia D, Rosario-Cruz R, Garcia C, Oaxaca J, De la Fuente
J (2010} Boophilus microplus: aspectos biologicos y moleculares de
la resistencia a los acaricidas y su impacto en la salud animal. Trop
Subtrop Agroecosyst 12:181-192

Drummond RO, Emst SE, Trevino JL, Gladney WJ, Graham OH (1973)
Boophilus annulatus and Boophilus microplus: laboratory tests for
insecticides. J Econ Entomol 66:130-133

Facundo VA, Polli AR, Rodrigues RV, Militdo JSLT, Stabelli RG,
Cardoso CT (2008) Constituintes quimicos fixos e volateis dos talos
e frutos de Piper tuberculatum Jacq. e das raizes de Piper hispidum
H. B. K. Acta Amazon 38:733-742

FAO (1971) Plant Protection Bulletin. Recommended methods for the
detection and measurement of resistance of agricultural pests to
pesticides. Tentative methods for larvae of cattle tick Boophilus
spp. FAO method 7:15-18

Felipe FCB, Souza Filho JT, Souza LOE, Silveira JA, Uchoa DEA,
Silveira ER, Pessoa ODL, Viana GSB (2007) Piplartine, an amide
alkaloid from Piper tuberculatum, presents anxiolytic and antide-
pressant effects in mice. Phytomedicine 14:605-612

Ferraz ABF, Balbino JM, Zini CA, Ribeiro VL, Bordignon SA, Von Poser
G (2010) Acaricidal activity and chemical composition of the essen-
tial oil from three Piper species. Parasitol Res 107:243-248

Gazim ZC, Demarchi IG, Lonardoni MVC, Amorim ACL, Hovell AMC,
Rezende CM, Ferreira GA, Lima EL, Cosmo FA, Cortez DAG
(2011) Acaricidal activity of the essential oil from Tetradenia
riparia (Lamiaceae) on the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Acari; Ixodidae). Exp Parasitol 1291:75-178

Graf JF, Gogolewski R, Leach-Bing N, Sabatini GA, Bordin EL, Arantes
GJ (2004) Tick control: an industry point of view. Parasitology 129:
427-442

Gupta A, Agarwal AK, Shukla GS (2000) Effect of quinalphos and
cyperme thrin exposure on developing blood-brain barrier: role
of nitric oxide. Environ Toxicol Pharmacol 8:73-78

Hernandez LE, Parra DG, Marin AC (1987) Accion repelente y acaricida
del Melinis minutiflora sobre el Boophilus microplus. Colomb
Cienc Quim Farm 16:17-21

Lebouvier N, Hue T, Hnawia E, Lesaffre L, Menut C, Nour M (2013)
Acaricidal activity of essential oils from five endemic conifers of
New Caledonia on the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Parasitol Res 112:1379-1384

Leite RC (1988) Boophilus microplus (Canestrini, 1887): susceptibility,
current and retrospective usage of acaricides in lands from baixada
do Grande-Rio and Rio de Janeiro physiogeographic regions. An
epidemiological approach. 1988, 151 f. Belo, (Thesis — Doctor
Degree on Preventive Veterinary Medicine), Horizonte: UFMG

Lopes JJ, Marxa C, Ingrassia R, Nascimento Picada J, Pereira P, Ferraz
ABF (2012) Neurobehavioral and toxicological activities of two

@ Springer
26



112

Parasitol Res (2014) 113:107-112

potentially CNS-acting medicinal plants of Piper genus. Exp
Toxicol Pathol 64:9-14

Maia JGS, Zoghbi MGB, Andrade EHA (2001) Plantas arométicas da
Amazodnia e seus oleos essenciais. Belém, Museu Paraense Emilio
Goeldi, p 173

Martinez-Velazquez M, Castillo-Herrera GA, Rosario-Cruz R, Flores-
Femandez JM, Lopez-Ramirez J, Hernandez-Gutierrez R, Lugo-
Cervantes EDC (2011) Acaricidal effect and chemical composition
of essential oils extracted from Cuminum cyminum, Pimenta dioica
and Ocimum basilicum against the cattle tick Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae). Parasitol Res 108:481-487

Matos FJ (1988) Introdugéo a Fitoquimica Experimental. Ed. UFC, p128

Mgbojikwe LO, Okoye ZSC (2001) Acaricidal efficacy of the aqueous
stem bark extract of Adenium obesum on the various life stages of
cattle ticks. Niger J Exp Appl Biol 2:39-43

Miller RJ, Almazén C, Ortiz-Estrada M, Davey RB, George JE, Peréz De
Leén A (2013) First report of fipronil resistance in Rhipicephalus
(Boophilus) microplus of Mexico. Vet Parasitol 191:97-101

Navickiene HMD, Morandim AA, Alécio AC, Regasini LO, Bergamo
DCB, Telascrea M, Cavalheiro AJ, Lopes MN, Bolzani VS, Furlan
M, Marques MOM, Young MCM, Kato MJ (2007) Composition
and antifungal activity of essential oils from Piper aduncum , Piper
arboreum and Piper tuberculatum . Quim Nova 29:467-470

Olivo CJ, Carvalho NM, Silva JHS, Vogel FE, Massariol P, Meiner G,
Agnolim C, Morel AF, Vian LV (2008) Oleo de citronela no controle
do carrapato de bovino. Cienc Rural 38:406-410

Park IK, Lee SG, Shin SC, Park JD, Ahn YJ (2002) Larvicidal activity of
isobutylamides identified in Piper nigrum fiuits against three mos-
quito species. J Agric Food Chem 50:1866-1870

Ravindrana R, Juliet S, Ajith Kumar KG, Sunil AR, Nair SN, Amithamol
KK, Rawat AKS, Ghosh S (2011) Toxic effects of various solvents
against Rhipicephalus (Boophilus) annulatus. Ticks Tick Borne Dis
2:160-162

Regasini 1O, Cotinguiba F, Passerini GD, Bolzani VS, Cicarelli RMB,
Kato MJ, Furlan M (2009) Trypanocidal activity of Piper arboreum
and Piper tuberculatum (Piperaceae). Braz J Pharmacogn 19:199-203

Ribeiro VLS, Rolim V, Bordignon S, Henriques AT, Dorneles GG,
Limberger RP, Poser GV (2008) Chemical composition and larvicidal
properties of the essential oils from Drimys brasiliensis Miers
(Winteraceae) on the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus
and the brown dog tick Rhipicephalus sanguineus. Parasitol Res 102:
531-535

Reditakis E, Roditake NE, Tsagkarakou A (2005) Insecticide resistance
in Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) populations from
Crete. Pest Manag Sci 61:577-582

@ Springer

Rodriguez-Vivas RI, Alonso-Diaz MA, Rodriguez-Arévalo F,
Fragoso- Sanchez H, Santamaria VM, Rosario-Cruz R (2006)
Prevalence and potential risk factors for organophosphate and pyre-
throid resistance in Boophilus microplus ticks on cattle ranches from
the State of Yucatan, México. Vet Parasitol 136:335-342

Rosado-Aguilar JA, Aguilar-Caballero A, Rodrigues-Vivas RI,
Borges-Argaez R, Garcia-Vazquez Z, Mendes-Gonzalez M
(2010) Acaricidal activity of extracts from Petiveria alliacea
(Phytolaccaceae) against the cattle tick, Rhpicephalus (Boophilus)
microplus (Acari: ixodidae). Vet Parasitol 168:299-303

Roulston WIJ, Schnitzerling HJ, Schuntner CA, Wilson JT (1968)
Acetylcholinesterase insensitivity in the Biarra strain of the
cattle tick Boophilus microplus, as a cause of resistance to
organophosphorus and carbamate acaricides. Aust J Biol Sci
21:759-767

Schenke EP, Gosmann G, Petrovick PR (2001) Produtos de Origem
Vegetal e o desenvolvimento de medicamentos . In: Simées CMO,
Schenkel EP, Gosmann G, Mello JCP, Mentz LA, Petrovick PR
(Org.) Farmacognosia: da planta ao medicamento, 3ed, Porto
Alegre/Florianopolis: Editora da Universidade UFRGS/Editora da
UFSC, pp 301-332

Schmahl G, Al-Rasheid KAS, Abdel-Ghaffar F, Klimpel S, Mehlhormn
H (2010) The efficacy of neem seed extracts (Tre-san®,
MiteStop®) on a broad spectrum of pests and parasites.
Parasitol Res 107261269

Scott IM, Puniani E, Durst T, Phelps D, Merali S, Assabgui RA, Sanches-
Vindas P, Poveda L, Philogene BJR, Arnason JT (2002) Insecticidal
activity of Piper tuberculatum Jacq. extracts: synergistic interaction
of piperamides. Agric For Entomol 4:137-144

Silva WC, Martins JRS, Souza HEM, Heinzen H, Cesio MV, Mato M,
Albrecht F, Azevedo JL, Barros NM (2009) Toxicity of Piper
aduncum L. (Piperales: Piperaceae) from the amazon forest for the
cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae).
Vet Parasitol 164:267-274

Stone BF, Haydock KP (1962) A method for measuring the acaricide
susceptibility of the cattle B. microplus (Can.). Bull Entomol Res
53:563-578

Trindade FTT, Stabeli RG, Facundo VA, Cardoso CT, Silva MA, Gil
LHS, Silva-Jardim I, Silva AA (2012) Evaluation of larvicidal
activity of the methanolic extracts of Piper alatabaccum branches
and Piper tuberculatum leaves and compounds isolated against
Anopheles darlingi. Braz J Pharmacogn 22:979-984

Xia Li-Zi ZM, Xiao Y-H, Li G-Y, Xiao-Zhen, Zhang G-L (2010)
Chemical constituents from Helwingia japonica. Chin J Nat Med
8:8933-8952

27



CAPITULO 2
Efeito Repelente in vitro de genétipos do 6leo essencial de Lippia alba sobre o carrapato dos
bovino Rhipicephalus microplus
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Efeito repelente de genédtipos do 6leo essencial de Lippia alba sobre o carrapato dos
bovino Rhipicephalus microplus

Aldilene da Silva Lima?
1Universidade Federal do Maranhao-UFMA

RESUMO

O R. microplus é dos principais problemas da pecudria bovina. O principal controle tem sido
realizado com uso de acaricidas sintéticos, mas o aumento de populagdes resistentes aos
principios ativos tem direcionado as pesquisas em busca de alternativas a estes produtos.
Compostos bioativos de plantas podem ser uma alternativa para o controle deste ectoparasita.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito repelente de trés diferentes genétipos de L. alba
sobre larvas do carrapato bovino. O 6leo essencial L. alba foi obtido por hidrodestilagdo e
seus componentes foram analisados por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-MS). Os 6leos essenciais e os monoterpenos foram utilizados no teste de
repeléncia com larvas. Os monoterpenos encontrados em maior percentual foram limoneno,
carvona e linalool. O 6leo essencial de LA-13 apresentou 100% de repeléncia em 43 horas
pés-tratamento na concentracio de 6,88 mg/cm’. LA-57 apresentou uma alta atividade
repelente na mesma concentracdo. Os monoterpenos testados numa concentragdo de 6,88
mg/cm? apresentaram baixa atividade repelente sobre as larvas de R. microplus. O 6leo
essencial de L. alba pode ser considerado promissor para o desenvolvimento de um repelente
comercial para prote¢do dos hospedeiros vertebrados.

Palavras-chaves: monoterpeno, produtos naturais, carrapato bovino.
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INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus ¢ um importante ectoparasito bovino amplamente distribuido
em agroecossistemas tropicais e subtropicais do mundo (Lovis 2011; Rodriguez-Vivas 2012).
Esta espécie de carrapato ocasiona diversas perdas econOmicas a produ¢do bovina, como
perda peso, reducdo da producdo de leite, depreciagdo do couro, além de ser transmissor de
patégenos (Rodriguez-Vivas et al. 2004; Olivo et al. 2008). O controle deste parasito tem sido
realizado com o uso extensivo de carrapaticidas, entretanto o uso incorreto tem selecionado
populacdes de carrapatos resistentes a maioria das classes de carrapaticidas (Rodriguez-Vivas

et al. 2006b; Chevillon et al. 2007; Castro-Janer et al. 2010).

Devido a baixa eficiéncia dos carrapaticidas disponiveis no mercado, 0 uso € o
interesse de plantas como fonte natural de compostos com atividade carrapaticida e/repelentes
tem aumentado (Soares et al. 2010). Repelentes naturais oriundos de plantas podem torna-se
uma alternativa aos repelentes sintéticos (Garboui et al. 2007), ja que sdo consideradas fontes
de compostos bioativos biodegraddveis, ndo téxico e com uso sustentivel para teste de
repeléncia de artropodes (Govindarajan e Sivakumar 2011). Por outro lado o conhecimento de
substancias naturais repelentes pode servir para aumentar o periodo residual de formulagdes
carrapaticidas naturais ou sintéticas que tenham apenas efeito Knock Down. Além disso, o
uso destes produtos com diferentes modos de a¢do pode dificultar a selecdo de populacdes
resistentes de R. microplus (Chagas 2004).

Plantas do género Lippia apresentam distribui¢do na América do sul e central e em
parte da Africa. No Brasil Lippia alba é conhecida popularmente como cidreira, sendo
comumente utilizada para fins tranquilizantes e tratamentos de desordem gastrointestinais
(Gurgel do Vale et al. 2002; Braga et al. 2005). O 6leo essencial de L. alba apresenta uma
predominancia de monoterpenos, dentre eles, citral, f-mirceno, limoneno e carvona (Gurgel

do Vale et al. 2002). Esta espécie de planta apresenta uma grande variedade morfoldgica e
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quimica, sendo reportados trés principais quimiotipo, que sdo classificados de acordo com o
composto majoritdrio (citral, carvona e linalol) (Matos et al. 1996; Vale et al. 1999).
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito repelente de diferentes genétipos do 6leo

essencial de L. alba sobre o carrapato dos bovinos R. microplus.

MATERIAIS E METODOS

Coleta de Plantas
Foram coletadas folhas de trés gendtipos de L. alba de diferentes origens (Tabela 1),

mantidos sob os mesmos procedimentos no banco ativo de germoplasma (BAG) de Plantas
medicinais da Universidade Federal de Sergipe (UFS). As folhas foram coletadas no mesmo
dia e hordrio, secas a 40°C em estufa de circulacio de ar por cinco dias, e reduzidas a p6 em
moinho.
Extracao e Analise do 6leo essencial

O oleo essencial de L. alba foi obtido pela hidrodestilacdo através do aparelho
Clevenger, por 2 horas (Guenther 1972). Os teores de 6leos essenciais foram estimados com
base no peso da matéria seca (mL.100 g-1) e obtidos utilizando-se trés amostras de 75 g. As
amostras dos Oleos essenciais foram analisadas utilizando-se cromatografia gasosa em
equipamento Shimadzu QP5050A interfaceada com espectroscopia de massa (CG/EM),
dotada de coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 m) nas seguintes condigdes: gas de
arraste hélio (fluxo 1,0 mL.min-1); tipo de injecdo split a 250°C (1/20); detector a 280°C,
programacdo da coluna 80°C durante 1,5 minuto, com aumento de 4°C por minuto para
180°C, seguido de 10°C por minuto até 300°C, finalizando com 10 minuto. de isoterma a
300°C. Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletronico a 70 eV, velocidade de
varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/s e fragmentos detectados na faixa
de 40 a 350 Da. A identificacdo dos constituintes foi determinada com base na comparagao do

indice de retencdo (Van Den Dool e Kratz 1963) relativo a uma série de n-alcanos homdlogos
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obtido pela co-injecdo de amostras do 6leo com uma mistura linear de hidrocarbonetos, bem
como com o banco de dados NIST21 e NIST107 da biblioteca do CG/EM e publicagao de
espectro de massas (Adams, 2007).
Preparacio dos Carrapatos

Fémeas ingurgitadas de R. microplus (> 4.5 mm) resistentes a piretrdides sintéticos e
amidinicos foram coletadas de bezerros infestados artificialmente. As fémeas Ingurgitadas
foram selecionadas morfologicamente e mantidas em estufa com temperatura de 27°C e
umidade relativa >80% ate o final da ovoposi¢do. Em seguida os ovos foram coletados e
mantidos novamente na estufa para a eclosdo dos ovos. As larvas entre 14 a 21 dias de idade
obtidas dos ovos foram usadas para os testes de repeléncia.
Teste de Repeléncia

O teste de repeléncia foi realizado de acordo com a técnica desenvolvida por Mawela
(2008). Um bastao de vidro (23 centimetros) foi fixado verticalmente, usando parafina s6lida
em um béquer de 80 ml. Em cada bastdo foi colado a 5 cm abaixo do topo um papel filtro
neutro (12,5 cm?), e acima do papel neutro foi colado o papel filtro teste (12,5 cm?) (Figura
1). Utilizou-se inicialmente uma concentracdo de 6,8 mg/cm?” dos trés diferentes genétipos de
L. alba ou dos monoterpenos isolados Limoneno R(+), Limoneno S(-), Carvona R-(-), L-
Carvona, e [-cariofileno adquiridos comercialmente (Sigma, St. Louis, MO). Os dois
gendtipos com maior tempo de repeléncia foram testados nas concentragdes 4,6; 3,1; 1,6; e
0,9 mg/cm®. Como controle negativo foi utilizado DMSO 3%, e como controle positivo foi
utilizado N-Diethyl-meta-toluamida (DEET) na concentracdo de 0,86 mg/cm®.

Aproximadamente 100 larvas de carrapatos foram colocadas na base do aparato,
permitindo a subida para o bastdo. A contagem das larvas no papel tratado ou no papel neutro
foi realizada a cada hora até o percentual de repeléncia ser menor que 20%. A cada avaliagao
todas as larvas foram retiradas e adicionadas novas larvas. O teste foi realizado em
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temperatura ambiente variando entre 27 a 31°C. O percentual de repeléncia (%) foi calculado
usando a seguinte férmula: [(% controle - % tratado)/(% controle)] x 100 (Sharma e Ansari

1994).

RESULTADOS

Através de andlises cromatograficas foram identificados aproximadamente 25
compostos diferentes nos 6leos essenciais de L. alba (Tabela 2). Os genétipos LA-13 e LA-57
apresentaram carvona (52,6 e 62,8%, respectivamente) e limoneno (26,6 e 26,5%,
respectivamente) como compostos majoritdrios. O gendtipo LA-27 apresentou como
compostos majoritarios linalol (25,7%), geranial (17,0%) e carvona (16,7%).

O ¢6leo essencial dos gendtipos LA-13 e LA-57 repeliram as larvas de R. microplus por
mais de 37 horas. O poder de repeléncia do 6leo essencial do genétipo LA-13 foi semelhante
ao observado pelo DEET (Figura 2). O 6leo essencial do genétipo LA-27 apresentou menor
poder de repeléncia com reducdo significativa apds 8 horas (Figura 2).

O dleo essencial do genotipo LA-13 demonstrou uma alta repeléncia na concentra¢ao
4,66 e 3,12 mg/cm? de mais de 30 horas. A ac¢@o repelente do 6leo essencial reduziu conforme
foi diminuindo as concentragdes, apds 5 horas (Figura 3A). A taxa de repeléncia para o
genotipo LA-57 apresentou uma menor atividade com redugdo expressiva apOs 6 horas
(Figura 3B).

O limoneno R(+), L-carvona, B-cariofileno e carvona R-(-) isolados apresentaram
baixo poder de repeléncia quando comparados aos Oleos essenciais (Figura 4). O tempo de
acdo repelente do limoneno R(+) foi parecido ao observado pelo 6leo essencial do gendtipo

LA-27 no tempo de 5 horas, e demonstrou-se inferior aos genotipos LA-13 e LA-57.
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A taxa de repeléncia do constituinte majoritario Limoneno R(+) no tempo de 6 horas
foi maior que 80%, os demais monoterpenos apresentaram baixa atividade repelente. O

limoneno S(-) ndo demonstrou atividade repelente sobre as larvas de R. microplus (Figura 4).

DISCUSSAO

A atividade repelente é ocasionada pela liberacdo de uma substancia quimica volatil,
que provoca na espécie alvo um movimento desordenado para longe da fonte de odor
(Jaenson et al. 2005). O modo de acdo repelente de substancias ativas de plantas podem
promover subsidios para a formulagdo de produtos que podem ser utilizados para repelir
carrapatos no homem ou animal (Novelino et al. 2007). O efeito do 6leo essencial de L. alba
sobre o comportamento de subida dos carrapatos ¢ um indicador da importancia da atividade
repelente deste 6leo sobre larvas de R. microplus.

Diversos tipos de compostos ativos de plantas incluindo compostos secunddrios sio
utilizados como repelentes de insetos (Curtis 2002). Alguns repelentes t€m sido identificados
de fontes naturais, e assim explorado o potencial do composto ativo de interferir na
localizacao do hospedeiro (Birkett et al. 2011). Neste trabalho apresentamos a primeira
descricdo de repeléncia do 6leo essencial de L. alba sobre larvas de R. microplus.

L. alba é uma planta aromdtica distribuida em areas tropicais e subtropicais, no Brasil
sdo encontradas das florestas secas até o Amazonas (Antolinez Delgado e Rodriguez Lopez
2008). Plantas do género Lippia ssp. tem sido relatadas com atividade repelente contra insetos
(Caballero-Gallardo et al. 2011), mais ndo tem sido descrita com atividade repelente sobre
carrapatos. O nosso trabalho demonstrou 100% de atividade repelente do 6leo essencial dos
genotipos LA-13 e LA-57 de L. alba por mais de 30 horas sobre larvas de R. microplus

(Figura 1 e 2).
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A composicdo quimica do dleo de L. alba apresentou um percentual majoritdrio de
carvona e limoneno (LA-13 e LA-57), e linalol, geranial e limoneno (LA-27). No Brasil,
plantas dessa espécie podem ser classificadas em trés diferentes quimiotipos que tem como
predominancia os monoterpenos citral, limoneno, carvona ou linalol (Matos et al. 1996; Vale
et al. 1999). Propriedades repelentes de Oleos essenciais estdo associadas a presenca de
monoterpenos e sesquiterpenos (Jaenson et al. 2006). Limoneno e linalool ja sdo descritos
com atividade repelente sobre insetos (Hebeish et al. 2008; Muller et al. 2009; Giatropoulos et
al. 2012). O monoterpeno linalool testado sobre Rhipicephalus appendiculatus apresentou
uma atividade repelente de 85% (Lwande et al. 1999).

Os dleos essenciais dos genotipos testados apresentaram uma alta concentracdo de
carvona. Carvona isolado tem apresentado repeléncia sobre ninfas de Amblyomma
americanum (Weldon et al. 2011), contudo apresentou um baixo efeito repelente sobre larvas
de R. microplus.

O limoneno € registrado como composto ativo de produtos pesticidas usados como
repelentes para insetos, e foi o primeiro monoterpeno registrado com atividade repelente para
ser utilizado em caes e gatos (Prevention, Pesticides and Toxic Substances 1994). Contudo, o
limoneno testado sobre ninfas de A. americanum e A. aegypti ndao apresentou atividade
repelente (Weldon et al. 2011). Em plantas o limoneno encontrado em altas concentracdes
pode realizar o processo contrdrio de repeléncia, tornando-se um sinalizador atrativo para
pragas e patégenos (Rodriguez et al. 2011).

Os genoétipos dos 6leos essenciais de L. alba apresentaram alta atividade repelente
sobre as larvas do carrapato bovino demonstrando que 6leos essenciais de L. alba tem outros
compostos ativos que podem atuar sinergicamente ou mesmo isoladamente aumentando o

poder de acdo repelente dos 6leos essenciais.

35



197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215
216

217

218

219

220

Estudos utilizando 6leos essenciais tem comprovado sua atividade repelente sobre
espécies de artropodes. E o aumento da agdo repelente desses 6leos essenciais estd altamente
dependente da composi¢ao quimica dos compostos ativos (Nerio et al. 2010). As diferengas
na atividade dos genétipos pode esta relacionada a uma maior volatilizagdo dos compostos
ativos, a um sinergismo dos compostos, resultando em uma maior atividade quando
comparados ao usado isoladamente (Gillij et al. 2008), ou a uma possivel modificacdo na
estrutura quimica do composto, capaz de modular a repeléncia.

Foi observada neste estudo uma grande concentracdo de limoneno e carvona nos
genotipos com maior poder de repeléncia. O limoneno tem sido descrito na literatura como
composto ativo de produtos inseticidas e repelentes (Prevention, Pesticides and Toxic
Substances, 1994). Porém, os dois compostos majoritarios utilizados isoladamente nao
apresentaram alta atividade repelente sobre larvas de R. microplus, quando comparado com o0s
resultados obtidos dos Oleos essenciais. A presenca de compostos ativos em menores
quantidades nos Oleos essenciais pode contribuir para o efeito repelente, conferindo a
importancia de misturas complexas naturais de terpendides (Nerio et al. 2010).

O dleo essencial de L. alba contem compostos bioativos com alta atividade repelente
de carrapatos, variando de acordo com o genétipo utilizado. Outros estudos observando a

capacidade in vivo de repeléncia deverdo ser realizados.
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Tabela 1: Acessos de Lippia alba mantidos no Banco Ativo de Germoplasma de plantas
medicinais da Universidade Federal de Sergipe e utilizados no presente estudo.

Codigo do acesso  Local de origem Procedéncia N? Voucher Herbario UFS
LA-13 Fortaleza — CE UFC 13488
LA -27 Piracicaba — SP UnB 13443
LA -57 Rio Real — BA UFS 13469
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Tabela 2: Composi¢do quimica (%) dos diferentes gendtipos de Lippia alba utilizados nos

testes de repeléncia.

Composto LA-57 LA-13 LA-27
Limoneno 26,5 26,6 10,9
Carvona 62,8 52,6 16,7
g-muuruleno 2.3 2,7 2,1
Linalol 0,8 1,7 25,7
Sabineno 0,0 2.3 0,7
Elemol 0,0 4,5 0,7
1,8-cineol 0,0 0,0 2.0
g-terpineno 0,0 0,3 1,5
Geranial 0,0 0,0 17,0
B-cariofileno 0,3 0,0 1,0
Neral 0,0 0,0 12,7
Outros Compostos 7.3 9,3 9,0
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Figura 2: Percentual de repeléncia do dleo essencial de diferentes gendtipos de Lippia alba
(6,88 mg/cm?) e DEET (0,86 mg/cm?) sobre larvas de Rhipicephalus microplus.
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CAPITULO 3
Efeito repelente dos oleos essenciais de Citrus ssp. sobre o carrapato bovino Rhipicephalus
microplus

Artigo a ser submetido ao periodico Bioresource Technology

47



Efeito repelente dos 6leos essenciais de Cifrus ssp. sobre o carrapato bovino
Rhipicephalus microplus
Aldilene da silva Lima!
IUniversidade Federal do Maranhao-UFMA

Resumo

O R. microplus € dos principais problemas da pecudria bovina. Compostos de plantas com
atividade repelente pode ser uma alternativa para o controle deste ectoparasita. A atividade
repelente é ocasionada por uma sustancia volatil, que provoca movimentos desordenados do
carrapato para longe do hospedeiro. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade repelente
de dleos essenciais de Citrus. Os dleos essenciais foram obtidos por prensagem a frio da casca
dos frutos de Citrus ssp. e seus e seus componentes foram analisados por Cromatografia
Gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS). Larvas obtidas de bezerros infestados
artificialmente com idade de 14 a 21 dias, foram utilizadas no teste de Repeléncia. O 6leo
essencial de Citrus aurantium var. dulcis apresentou uma alta atividade repelente com mais de
30 horas de repeléncia na concentracdo de 6,88mg/cm?, as espécies de Citrus aurantifolia e
Citrus aurantium var. amara apresentaram uma acao repelente menor que 60% em 5 horas.
Os o6leos de Citrus limon e Citrus reticulata var. tangerine apresentaram menos de 20% de
repeléncia em 4 horas ap0s o tratamento. Citrus aurantium var. dulcis apresentou um poder de
repeléncia em concentracdes menores testadas, porém com um tempo bem reduzido. Citrus
aurantifolia também apresentou um efeito repelente numa concentracdo de 4,66 mg/cm? de
61% no tempo de 5 horas. Os 6leos essenciais de Citrus ssp. apresentaram um efeito repelente
contra larvas de R. microplus, contudo ainda sdo necessdrios mais estudos para investigar
maneiras de diminuir a volatilizagdo dos compostos ativos para aumentar seu tempo de
repeléncia.

Palavras-Chaves: Compostos ativos, repeléncia, controle.
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INTRODUCAO

O Rhipicephalus microplus € um importante carrapato que estd largamente distribuido
no mundo entre os paralelos 30°S e 40°N (Cunha et al., 2010; Lovis et al., 2011). E uma das
principais espécies de carrapatos que causa diversos danos econdmicos a producdo de bovinos
com danos diretos ou transmissdo de patégenos (Rodriguez-Vivas et al., 2012; Rodriguez-
Vivas et al., 2004). Acaricidas tém sido o principal meio de controle de carrapatos, porém o
uso inadequado tem acelerado a resisténcia de carrapatos a quase todas as classes quimicas
disponiveis no mercado (Alonso-Diaz et al., 2006; Castro-Janer et al., 2010).

O uso de biopesticidas tem sido pesquisado como uma alternativa para o controle de
carrapatos (Rosado-Aguilar et al., 2010). Compostos ativos de origem botanica tem
despertado o interesse de pesquisas, devido a degradacdo répida e a resisténcia ser bem mais
lenta que os pesticidas quimicos (Silva et al., 2011; Borges et al., 2003).

O género Citrus ssp. pertence a familia Rutaceae com aproximadamente 16 espécies
distribuidas em regides subtropicais (Fisher e Phillips, 2008). O 6leo essencial dos Citrus
contém de 85 a 99% dos seus constituintes volateis € 1 a 15% de componentes ndo volateis.
Caracteriza-se por uma predominancia de monoterpenos, principalmente limoneno com 32 a
98%, sesquiterpenos e inclui ainda aldeidos, dcidos, ésteres, éteres e dlcoois (Fisher e Phillips,
2008; Moufida e Marzouk, 2003).

A composi¢do do 6leo essencial pode ser alterada significativamente pelas condi¢des
de maturacdo da planta, condi¢des de estocagem e método de extragdo do Oleo
(Venkateshwarlu e Selvaraj, 2000). O dleo essencial também pode ser afetado pela presenca
do limoneno, que pode variar de acordo com as espécies, € variedades de Citrus spp. € as
condi¢Oes agroclimdticas de cada regido (Dharmawan et al., 2007)

As espécies de citrus tém despertado o interesse de pesquisas devido seu grande

potencial econdmico e nutracéutico (Hosni et al., 2010). O 6leo essencial de Citrus spp. tem
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sido comprovado com atividades antimicrobial (Majnooni et al., 2012), antifingica (Chutia et
al., 2009), anti-oxidante (Rehman, 2006; Majnooni et al., 2012), inseticida (Lans et al., 2008)
e acaricida (Magadum et al., 2009).

A atividade repelente do 6leo essencial de folhas de Citrus ssp. tem sido apresentada
sobre insetos (Hazarika et al., 2012) e ninfas de Amblyomma americanum (Weldon et al.,
2011). Contudo, os dados com o6leos essenciais de diversas espécies de Citrus e
principalmente considerando a diversidade de variedades de espécies deste género ainda sdo
escassos. Aliado ao fato de ainda ndo ter sido investigado atividade repelente com esta espécie
vegetal sobre larvas de R. microplus. Neste sentido o objetivo deste trabalho foi avaliar a

atividade repelente de diferentes Oleos essenciais de Citrus ssp. sobre larvas de R. microplus.

METODOLOGIA

Oleos essenciais e identificacao dos compostos
Os oOleos essenciais de Citrus aurantium var. dulcis, Citrus aurantium var. amara,

Citrus aurantifolia, Citrus limon, Citrus reticulata var. tangerine foram obtidos
comercialmente (Ferquima, Sdo Paulo - Brasil). Todos os 6leos foram obtidos pela prensagem
a frio da casca dos frutos.

Os teores dos componentes majoritarios foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/EM). A identificacdo dos constituintes foi
determinada com base na comparacio do indice de retencdo (Van Den Dool e Kratz, 1963)
relativos a n-alcanos homoélogos adquirido pela co-injecao de amostras do 6leo com uma
mistura linear de hidrocarbonetos, bem como a publicacdo de espectro de massas (Adams,
2007).

Obtencao dos carrapatos
Foram utilizadas fémeas adultas de R. microplus resistente a piretréides sintéticos e

amidinicos de bezerros infestados artificialmente. As fémeas ingurgitadas foram mantidas em
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incubadoras com temperatura de 27°C e umidade relativa de > 80%. As larvas com idade
entre 14 a 21 dias obtidas dos ovos foram utilizadas no teste de repeléncia.
Teste de Repeléncia

O teste in vitro foi realizado de acordo com a técnica desenvolvida por Mawela
(2008). Um bastao de vidro vertical de 23 centimetros foi fixado dentro de um béquer de 80
ml preenchido com parafina, no qual serviu de base para colocar os carrapatos. Neste bastao
foi colado a 5 cm abaixo do topo um papel filtro neutro (12,5 cm?), e acima deste foi colado
um papel impregnado (12,5 cm?®) com 98 pl dos diferentes Oleos essenciais, em uma
concentracdo de 6,88 mg/cm2 do dleo essencial testado. Os tratamentos com maiores tempos
de repeléncia foram testados nas concentracoes de 1,56; 3,12; 4,66 mg/cmz.
Aproximadamente 100 larvas foram colocadas na base da parafina para uma avaliagdo
posterior do efeito repelente do 6leo. As avaliacdes do teste foram realizadas em dois tempos
de 30 minutos na primeira hora e de uma em uma hora a partir da segunda hora do inicio do
teste, sendo contadas todas as larvas do papel neutro e impregnado. A cada avaliacio todas as
larvas foram retiradas e adicionadas novas larvas. O teste foi realizado em temperatura
ambiente variando entre 27 a 31°C. O controle negativo foi utilizado DMSO 3% e como
controle positivo foi utilizado um produto comercial com principio ativo DEET na
concentracio de 0,86 mg/cm®. O percentual de repeléncia (%) foi calculado usando a seguinte

formula: [(% controle - % tratado)/(% controle)] x 100 (Sharma e Ansari, 1994).

RESULTADOS
A composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais identificou 46 compostos presentes nos

diferentes 6leos (Tabela 1). Citrus aurantium var. amara, C. aurantium var. dulcis, Citrus
reticulata var. tangerine, Citrus limon, e Citrus aurantifolia apresentaram o limoneno como

composto majoritario (96, 94, 96, 69, e 55% respectivamente). Os 6leos essenciais de C.
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limon e C. aurantifolia também apresentaram o Y-terpineno e [p-pineno em altas
concentracoes.

O dleo essencial de C. aurantium var. dulcis apresentou uma alta atividade repelente
sobre larvas de R. microplus com mais de 30 horas. Apés 30 horas, a porcentagem de
repeléncia reduziu gradativamente (Figura 1).

C. aurantifolia na concentracdo de 6,88 mg/cm2 demonstrou em 4 horas 87% de
repeléncia, baixando consideravelmente o poder de repeléncia nas horas seguintes. Os 6leos
essenciais de C. aurantium var. amara ¢ C. reticulata var. tangerine na concentragcdo de 6,88
mg/cm2 com 4 horas apresentou 52, e 19% respectivamente (Figura 1). C. limon nao
apresentou mais atividade repelente apds 4 horas.

Dos dleos essenciais testados apenas dois apresentaram atividade repelente nas
menores concentragdes. O Oleo essencial de Citrus aurantium var. dulcis com 4,66 mg/cm?,
3,12 mg/cm? e 1,56 mg/cm? em 2 horas tinha 48, 36 e 25% de repeléncia, respectivamente,
com 3 horas ndo havia mais atividade (Figura 2). Citrus aurantifolia na concentragao de 4, 66
mg/cm? apresentou 93% de atividade com 4 horas pés tratamento, com 8 horas obtivemos
apenas 14%. A concentracdo de 3,12 mg/cm? com 4 horas tinha apenas 10% de repeléncia
(Figura 3).

Os demais Oleos essenciais C. aurantium var. amara, C. limon e C. reticulata var.
tangerine nao apresentaram atividade repelente nas concentragdes menores testadas. O
controle positivo DEET apresentou 100% de repeléncia em todos os testes realizados por mais

de 30 horas (Figura 1 e 2).

DISCUSSAO
A atividade repelente de compostos ativos de plantas proporciona adquirir

informacdes para um possivel uso desses compostos em produtos repelentes de carrapatos
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utilizados em animais e humanos (Novelino et al., 2007). O presente trabalho indica que os
6leos essenciais de Citrus ssp. apresentam um efeito repelente sobre larvas de R. microplus.

A acdo repelente dos Citrus ssp. € proporcionada pela presenca de compostos ativos
presentes nos 6leos essenciais (Naef e Velluz, 2001; Jaenson et al., 2006). O 6leo essencial de
Citrus ssp. € composto por fracdes voldteis e ndo volatil tais como, monoterpenos,
sesquiterpenos, derivados oxigenados, hidrocarbonos, ésteres, dcidos graxos, flavonoides e
outros (Tranchida et al., 2012).

A composi¢do quimica de todos os Oleos essenciais de Citrus ssp. apresentou alta
concentracdo de limoneno. O limoneno € um monoterpeno descrito na literatura com
atividade inseticida (Miiller et al., 2009), mais com pouca descri¢do de atividade repelente
sobre carrapatos. Apesar de todos os 6leos apresentarem uma grande quantidade de limoneno,
apenas Citrus aurantium var. dulcis apresentou uma alta atividade repelente por mais de 30
horas, os demais 6leos apresentaram menos de 20% de atividade em 6 horas (Figura 1).

O poder de repeléncia dos 6leos essenciais pode ter sido afetado pela volatilizacdo dos
compostos ativos, a um sinergismo, um antagonismo ou uma possivel modificacio na
estrutura quimica do composto (Gillij et al., 2008). Ou ate mesmo por uma caracteristica
inerente ao Oleo essencial de ndo apresentar atividade repelente. Porém, o dleo essencial
apresenta uma melhor atividade repelente do que o composto utilizado isoladamente (Nerio et
al., 2010).

O limoneno utilizado isoladamente apresentou baixa atividade repelente sobre larvas
de R. microplus, enquanto que dois dos 6leos essenciais de L. alba testados apresentaram
100% de repeléncia por mais de 40 horas (Lima et al., em preparacdo). Weldon et al., (2011),
demonstrou em seus ensaios que o limoneno ndo apresentou atividade repelente sobre ninfas

de Amblyomma americanum.
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A atividade repelente dos dleos essenciais de Citrus ssp. ndo esta relacionada com a
concentracdo de limoneno presente no 6leo essencial (Tabela 2). O efeito repelente pode estar
relacionado a presenca de compostos encontrados em menores concentracdes. Compostos
minoritdrios do dleo essencial de C. aurantium como o B-mirceno tem sido demonstrados 10
vezes mais potentes para tratamento de lesdes gastricas do que o limoneno (Moraes et al.,
2009; Bonamin et al., 2014). Efeito semelhante pode acontecer com a atividade repelente
sobre larvas de R. microplus.

O monoterpeno o-terpineol e o mirceno encontrado em baixas concentracdes no nosso
estudo podem ter contribuido no efeito repelente dos Oleos essenciais testados. O efeito
repelente de o-terpineol foi observado em Rhipicephalus appendiculatus e ninfas de
Amblyomma americanum (Lwande et al., 1999; Weldon et al., 2011).

Uma série de fatores podem determinar o efeito repelente de compostos ativos contra
carrapatos, isso inclui a taxa de evaporacdo do composto no momento da aplicacdo, a
repeléncia espacial, a taxa de distribuicdo do composto para os receptores dos carrapatos € o
potencial do composto para ativar o comportamento de repeléncia (Bissinger e Roe, 2010).

Os dleos essenciais de Citrus ssp. apresentaram uma atividade repelente sobre larvas
de R. microplus. Nao foi observada relacdo entre o tempo de repeléncia e a concentragdo de
limoneno. Mais estudos sd3o necessdrios para determinar os compostos bioativos e o
desenvolvimento de formulagdes que ajudem a aumentar o poder de acao, além de diminuir a

volatilizagdo dos compostos ativos.
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Tabela 1: Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de Citrus aurantium var. amara, Citrus
aurantium var. dulcis, Citrus limon, Citrus aurantifolia, Citrus reticulata var. tangerine.

C. aurantium  C. aurantium var. . g C. reticulata var.
Compostos . C. limon C. aurantifolia .
var. amara dulcis tangerine
Limoneno 96,0 94,0 69,4 55,0 96,4
y-terpineno 0,0 0,0 9,1 14,8 0,2
a-terpineol 0,2 0,0 0,4 1,2 0,0
a-pineno 0,4 0,4 1,7 1,9 0,5
B-pineno 0,6 0,0 10,5 10,4 0,1
Mirceno 1,5 1,2 1,3 1,2 1,5
0-cimeno 0,0 0,0 1,1 1,7 0,0
Outros 1,3 4.4 6,5 13,8 1,3
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Tabela 2: Tempo de repeléncia sobre larvas de Rhipicephalus microplus e concentracdo de
limoneno dos 6leos essenciais de espécies de Citrus.

C. reticulata . C. aurantium .o 1. C. aurantium
Compostos . C. limon C. aurantifolia .
var.tangerine var. amara var. dulcis
Limoneno (%) 96,4 69.4 96,0 55,0 94,0
Tempo de 4 4 6 6 36

repeléncia (hs)
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Figura 1: Percentual de repeléncia de larvas de Rhipicephalus microplus dos diferentes leos
essenciais de Citrus ssp. e DEET testados na concentracdo de 6,88 mg/cm?.
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Figura 2: Porcentagem de repeléncia de larvas de Rhipicephalus microplus das concentragdes
do dleo essencial de Citrus aurantium var. dulcis e DEET.
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Figura 3: Porcentagem de repeléncia de larvas de Rhipicephalus microplus das concentragdes
do 6leo essencial de Citrus aurantifolia e DEE
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CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos de frutos de Piper tuberculatum apresentaram uma alta atividade
carrapaticida sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus, demonstrando que os
extratos de frutos de P. tuberculatum possuem compostos ativos com um grande potencial
para produtos com atividade acaricida.

Os ¢6leos essenciais testados apresentaram uma alta atividade repelente sobre larvas de
R. microplus. O gendtipo LA-13 de L. alba demonstrou ser um promissor para a producao de
uma formulac¢do repelente, que seja capaz de aumentar o seu efeito sobre o hospedeiro.

Os ¢leos essenciais de Citrus ssp. apresentou um efeito repelente sobre larvas de R.
microplus. Contudo esta acdo pode esta relacionada a um efeito sinérgico entre os compostos
encontrados no 6leo essencial. Mais estudos ainda deveram ser realizados para um possivel

desenvolvimento de um produto que seja capaz de diminuir a agdo do ambiente sobre o dleo.
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bioprocesses), soil and air pollution, and performance of fuel combustion in engines.

Bioresource Technology does not consider part papers.

AUDIENCE

Biotechnologists, applied microbiologists, chemical and biochemical engineers, process technologists,
agro-industrial waste management technologists.

IMPACT FACTOR

2012: 4,750 @ Thomson Reuters Journal Citation Reports 2013
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Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the
article, which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source
files are converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Submit your article
Please submit your article via http://ees.elsevier.com/bite.

Referees
Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of 5 potential
referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the suggested reviewers
are used.

The Executive Editor first evaluates all manuscripts on technical aspects such as compliance to the
Guide For Authors, quality of grammar or English language. Revision can be requested. Manuscripts
accepted at this stage are passed to the handling editor who can also reject on the basis of insufficient
originality, serious scientific flaws, or because the work is considered outside the aims and scope
of the journal. Those that meet the minimum criteria are passed on to experts for review. Referees
advise the editor, who is responsible for the final decision to accept or reject the article. Please note:
Any Editor's decision is final.

Manuscripts previously rejected by the Journal will not be re-considered by the Editors, and therefore
will be rejected without review.

PREPARATION

Manuscript Preparation

General:

Authors must follow guide for authors strictly, failing which the manuscripts would be rejected without
review. Editors reserve the right to adjust the style to certain standards of uniformity.

Structure:

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract, Keywords,
Introduction, Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements,
References, Figure Captions, Tables and Figures. The corresponding author should be identified with
an asterisk and footnote. All other footnotes (except for table footnotes) should be avoided. Collate
acknowledgements in a separate section at the end of the article and do not include them on the title
page, as a footnote to the title or otherwise.

Text Layout:

Use double spacing and wide (3 cm) margins on white paper. (Avoid full justification, i.e., do not use
a constant right-hand margin.) Ensure that each new paragraph is clearly indicated. Present tables
and figure legends on separate pages at the end of the manuscript. If possible, consult a recent issue
of the journal to become familiar with layout and conventions. Number all pages consecutively, use
12 pt font size and standard fonts.

Page length: Maximum page length should be 15, 35 and 40 pages for Short Communication,
Original article/case study and review paper, including text, references, tables and figures. Each figure
and table must be put separately on a single page.

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
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(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls
(http://www.ctan.org/tex-archive/macros/latex/contrib/elsarticle) to prepare your manuscript and
BibTeX (http://www.bibtex.org) to generate your bibliography.

For detailed submission instructions, templates and other information on LaTeX, see
http://www.elsevier.com/latex.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results and Discussion

Results should be clear and concise, and be part of a single section, discussing the significance of
the results of the work, not repeat them. Extensive citation and discussion of the published literature
should be avoided.

Conclusions
The main conclusions drawn from results should be presented in a short Conclusions section
(maximum 100 words).

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

s Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic humerals are used for such footnotes.
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Abstract

A concise and factual abstract is required. Each paper should be provided with an abstract of about
100-150 words. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results
and major conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must be able
to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s)
and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they
must be defined at their first mention in the abstract itself.

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images
that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file nhame and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 5 keywords to be included in an article, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example,
"and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of
a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in
italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations
that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork
General points
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» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

 Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

» Provide captions to illustrations separately.

» Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

* Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

« Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure.
A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration.
Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations
used. Note that the maximum number of figures allowed for Original article, case study, and review
papers is 6. Multiple figures can be expressed as one figure (for e.g. 1a, 1b, 1c etc...), while retaining
the maximum limit of 6.The Journal discourages publication of simple one line graphs/figures, pattern
figures, conventional spectra (X-ray, FTIR, UV, NMR, etc) and SEM photographs of a routine nature.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to
tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical
rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate
results described elsewhere in the article. Note that the maximum number of figures allowed for
Original article, case study, and review papers is 6. The Journal discourages publication of simple one
parameter tables; such information should be preferably described in the text itself.

References
Maximum 20, 35 and 75 references for short communication, original research paper/case study and
review papers, respectively.
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Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically).

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ....'

List: References should be arranged first alphabetically, THEN NUMBERED NUMERICALLY, and then
further sorted chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters 'a’, 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.
Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, 1., Hanraads, J.A.]., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

References in the list should be placed first alphabetically, then numbered chronologically.

1. Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones,
B.S., Smith, R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
2. Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

3. Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

4....

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
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[V UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
|

l COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

PARECER CONSUBSTANCIADO iNICIAL N° do parecer: 01

PROJETO DE PESQUISA

Registro do CEUA: 01/12
! N° do Protocolo: 23115 018061 / 2011-01
Data de entrada no CEUA: 21/12/2011

Parecer: APROVADO

| - identificacdo

utilizando produtos naturais.

Titulo do projeto: Desenvolvimento de tecnologias para o combate de carrapatos e helmintos

Identificacdo da equipe executora: Livio Martins Costa Junior, Alberto Jorge Oliveira Lopes,
Cleydlene Costa Vasconcelos, Aldilene da Silva Lima, lara Santos Silva Oliveira, Sandra Alves
Araiijo, Suzana Gomes Lopes, itala Caroline Pereira Duarte Lobo, José Gracione do Nascimento
Sousa Filho, Antonio Pereira da Silva Junior, Josena Rodrigues Sousa, Adaiberto A. Perez de
Léon, Adibe Luiz Abdalla, Alana das Chagas Ferreira Aguiar, Alexandra Martins dos Santos
; Soares, Giselle Cutrim de Oliveira, Flavia Raquel Fernandes do Nascimento.

Instituicdo onde sera realizado: UFMA

Area tematica: Nio se Multicéntrico: Ndo
aplica

Data de recebimento:

21/12/2011

‘| Cooperacdo estrangeira:

Data de devolucdo

{1 — Objetivos:

GERAL: Desenvolver tecnologias para o combate de carrapatos e helmintos utilizando
produtos naturais diminuindo a contaminagdo nos alimentos com carrapaticidas e anti-

helminticos sintético.

ESPECIFICO: Verificar o efeito dos 6leos essenciais de Citrus spp., Croton spp., Lippia spp. E
Xylopia spp. Sobre larvas e fémeas ingurgitadas do carrapato dos bovinos Rhipicephalus
microplus, bem como identificar os constituintes principais que podem estar relacionados a

essa atividade;
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Verificar o efeito de monoterpenos semi-sintéticos oriundos de produtos naturais sobre
popula¢des de R. microplus resistentes;

Determinar o efeito anti-helmintico de tanino condensados provenientes de extratos de
Leiucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Clitoria fairchildiana e Acacia mangium sobre
caprinos jovens infectados;

Avaliar a infecgdo helmintica e qualidade de carcaca de caprinos em sistemas agrosilvopastoril
com leguminosas ricas em taninos condensados, e a capacidade de mitigagao de metano
imposta pela dieta dos animais.

Il — Sumario do projeto:

O controle da verminose gastrintestinal dos pequenos ruminantes e dos carrapatos é realizado
principalmente com o uso de anti-helmintico. Os produtos quimicos disponiveis no mercado
utilizados para o controle de helmintos apresentam altos custos, agridem o ambiente,
propiciam o surgimento de populagdes resistentes além de serem téxicos para o hospedeiro
vertebrado, entdo, o projeto visa contemplar alternativas de controle com intuito de reduzir a
incidéncia de verminoses ou carrapatos e o uso de medicamentos, implicando em diminuicdao
de custo e agregando valor ao produto final. Este projeto busca essa alternativa através de
validac3o de plantas produtoras de principios ativos com acdo acaricida e anti-helmintico

IV -Comentirio do relator frente a resolugao 779 de 26 de agosto de 2010 e
complementares em particular sobre:

1- Subprojeto 1- Acdo acaricida de dleos essenciais de espécies dos géneros Citrus,
Croton, Lippias e Xylopia sobre o carrapato dos bovinos Rhipicephalus microplus = Esta
etapa ndo trara sofrimento ou mesmo sacrificio dos animais;

2- Subprojeto 2 - Semi-sintese de monoterpenos de produtos naturais e eficiéncia sobre
populagdes de R. microplus resistentes = Esta etapa n3o trara sofrimento ou mesmo
sacrificio dos animais;

3- Subprojeto 3 — Utilizacdo de Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Clitoria
fairchildiana e Acacia mangium sobre helmintos gastrintestinais de caprinos = Esta
etapa ndo trara sofrimento ou mesmo sacrificio dos animais;

4- Subprojeto 4 — Desenvolvimento de um sistema agrosilvopastoril, integrando lavoura-
produgdo de caprinos, utilizando leguminosas ricas em taninos condensados — Esta
etapa ndo trard sofrimento embora ocorra o sacrificio dos animais; )

V — Pendéncias
VI — Recomendacoes:
Vil - Parecer consubstanciado do CEUA

O projeto foi considerado APROVADO, uma vez que atende os requisitos da resolugdo 779 de
26 de agosto de 2010
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