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Resumo. O tratamento quimico do carrapato vem sendo amplamente utilizado, porém de
forma indiscriminada, levando ao aumento da ocorréncia de resisténcia aos farmacos
sintéticos por parte desse parasita. Na tentativa de controle do Ripicephalus (Boophilus)
microplus, o presente trabalho objetivou avaliar a eficacia de tratamentos fitoterapicos
como alternativas medicamentosas empregadas em seu controle. Para a realizagdo do
experimento, foram coletadas 500 teledgenas de uma fazenda sem tratamento
farmacoldgico durante 60 dias e posteriormente foram submetidas ao teste de
biocarrapaticidograma a fim de se avaliar a eficiéncia reprodutiva e eficécia
medicamentosa de cada tratamento. Posteriormente, foi realizado o teste de imerséo de
larvas, avaliando-se o efeito larvicida dos tratamentos. Para os tratamentos foram usados
(1) extrato hidroalcodlico de citronela, (2) 6leo emulsionavel comercial de neen, (3) extrato
hidroalcodlico de noni, (4) produto comercial cipermetrina e (5) agua. O extrato
hidroalcodlico de citronela destacou-se frente aos demais tratamentos fitoterapicos com
50% de eficiéncia e a cipermetrina foi 100% eficaz no controle do R. (B.) microplus in vitro
(Anova P > 0,05). Este cenério foi semelhante ao protocolo larval (Anova P > 0,05).
Destaca-se a importancia de alternancia de principios ativos, o que se pode incluir o uso de
fitoterapicos, como o extrato hidroalco6lico de citronela, de forma preventiva; somados a
aplicagdo da cipermetrina em pontos estratégicos em animais altamente infestados. Este
manejo pode ser Util no controle do carrapato bovino, destacando ainda a importancia de
uso de extrato de citronela em criagdes organicas.

Palavras chave: Ectoparasita, fitoterapicos, biocarrapaticidograma. teste de imersdo de larvas

Citronella, Neen and Noni for Ripicephalus (Boophilus) microplus
control in vitro

Abstract. The chemical tick treatment has been widely used, however in an indiscriminate
way, leading to resistance increase to synthetic drugs by this parasite. In an attempt to
control Ripicephalus (Boophilus) microplus, the present study aimed to evaluate the
effectiveness of herbal treatments as alternative in their control. For the experiment, 500
teleogenes were collected from a farm without pharmacological treatment during 60 days
and were subsequently submitted to biocarrapaticidogram test to evaluate the reproductive
efficiency and drug efficacy of the treatments. Subsequently, the larvae immersion test was
performed, evaluating the treatments larvicidal effect. For the treatments were used: (1)
citronella hydroalcoholic extract, (2) neen commercial emulsifiable oil, (3) noni
hydroalcoholic extract, (4) commercial cypermethrin product and (5) water. The
hydroalcoholic citronella extract stood out compared to other herbal treatments with 50%
efficiency and cypermethrin was 100% effective in controlling R. (B.) microplus in vitro
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(Anova P > 0.05). This scenario was similar to larval protocol (Anova P > 0.05). It highlight
the alternating active medicaments importance, which may include herbal medicines use,
such as hydroalcoholic citronella extract, in a preventive way; plus the cypermethrin
application at strategic points in infested animals. This management can be useful in bovine
tick control, also highlighting the using citronella extract importance in organic farms.

Keywords: Ectoparasite, phytotherapy, Biocarrapaticidogram. Immersion larvae test

Citronela, Neen y Noni en el control de Ripicephalus (Boophilus)
microplus in vitro

Resumen. El tratamiento quimico de la garrapata se ha utilizado ampliamente, sin
embargo, de manera indiscriminada, lo que lleva a un aumento de la resistencia a los
farmacos sintéticos por este parasito. En un intento por controlar Ripicephalus (Boophilus)
microplus, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la efectividad de los tratamientos
a fitoterapéuticos como medicamentos alternativos utilizados en su control. Para llevar a
cabo el experimento, se recogieron 500 garrapatas hembra de una granja sin tratamiento
farmacoldgico durante 60 dias y posteriormente se sometieron a biocarrapaticidograma
para evaluar la eficiencia reproductiva y la eficacia del farmaco de cada tratamiento.
Posteriormente, se realizé la prueba de inmersion en larvas, evaluando el efecto larvicida
de los tratamientos. Para los tratamientos (1) extracto hidroalcohdlico de citronela, (2)
aceite emulsionable comercial neen, (3) extracto hidroalcohdlico noni, (4) producto de
cipermetrina comercial y (5) agua. El extracto de citronela hidroalcohdlico se destaco en
comparacion con otros tratamientos herbales con un 50% de eficiencia y la cipermetrina
fue 100% efectiva en el control de R. (B.) microplus in vitro (Anova P > 0,05). Este
escenario fue similar al protocolo larval (Anova P > 0,05). Se destaca la importancia de
alternar ingredientes activos, que pueden incluir el uso de medicamentos a base de hierbas,
como el extracto de citronela hidroalcohdlico, de forma preventiva; mas la aplicacién de
cipermetrina en puntos estratégicos en animales altamente infestados. Este manejo puede
ser Gtil en el control de la garrapata bovina, destacando también la importancia del uso de
extracto de citronela en creaciones organicas.

Palabras clave: Ectoparasito, fitoterapicos, biocarrapaticidograma, prueba de inmersion en larvas

Introducéo

O carrapato que acomete bovinos, Ripicephalus (Boophilus) microplus, € um dos principais
ectoparasitas presentes no Brasil cuja infestagdo pelo carrapato provoca prejuizos significativos a
bovinocultura mundial, causando grande impacto econdmico com perda de dezenas de bilhdes de
délares ao ano em todo mundo, provocando danos diretos e indiretos a atividade (Andreotti et al., 2015).
Perdas no Brasil podem chegar a mais de 3,24 bilhdes de délares anuais (Oliveira & Pedrassani, 2017).

O carrapato bovino atua como vetor de patdégenos causadores por doengas como Babesiose e
Anaplasmose (Rios-Tobon et al., 2014), onde os hemoprotozoarios Anaplasma marginale, Babesia
bovis e Babesia bigemina utilizam-se do carrapato para disseminarem suas respectivas enfermidades.

Na tentativa de evitar tais prejuizos, grande parte dos produtores brasileiros tém utilizado
carrapaticidas como método de controle desse parasita, porém como ainda ndo existe qualquer politica
oficial de controle ao carrapato bovino a saida encontrada por muitos tem sido adotar préaticas de controle
individuais (Gomes et al., 2011; Oliveira & Pedrassani, 2017).

Tanto o controle corretivo quanto preventivo, os carrapaticidas sdo amplamente utilizados no controle
desse ectoparasita, porém sao cada vez menos eficientes devido a forma incorreta e indiscriminada de uso, o
que pode acelerar resisténcia de compostos quimicos utilizados (Santos et al., 2006).

Assim, constatou-se a necessidade de novas alternativas de controle com as quais o carrapato nao
apresente mecanismos de resisténcia, gerando menores ricos a salde humana e reducdo do impacto
ambiental, minimizando as perdas econdmicas por parte dos produtores (Oliveira & Pedrassani, 2017).
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A utilizacdo de fitoterdpicos tem sido considerada (Borges et al., 2011), portanto, este trabalho
objetivou gerar alternativas fitoterapicas Neen, Noni e Citronela no controle do carrapato bovino
Rhipicephalus (Boophilus) microplus in vitro.

Material e métodos

Foram coletadas 500 teledgenas, cujos animais estavam sem tratamento quimico por mais de 60 dias
em todas as ocasiGes de coleta, em uma fazenda na Regido de Uberaba-MG. Os carrapatos foram
alocados em caixa de isopor e transportados ao laboratério de microbiologia da FAZU.

No laboratorio, as teledgenas foram pesadas em balanca de precisao e separadas por homogeneidade
de peso, alojando cinco carrapatos por placa de Petri, totalizando 20 placas por grupo de tratamento.

Para o tratamento, os carrapatos foram submetidos aos banhos de 4gua (controle) e os medicamentos
separados para avaliagdo foram a cipermetrina, extrato hidroalcodlico de citronela, extrato de neen e
extrato hidroalco6lico de noni.

A base quimica de Cipermetrina (CIPERMETRINA 250CE Colosso®, Ouro Fino), utilizada na
Fazenda Escola da FAZU na forma de pour on, contendo para cada 100mL 15g de cipermetrina, 259 de
clorpirifos e 1g de citronela, diluidos 1litro de colosso para 500 litros de dgua, conforme recomendacdes
do fabricante.

O extrato comercial de 6leo de neen (Vitaplan®), foi diluido 5 mL para cada 500 mL de 4gua, cujas
concentragdes de acordo com a recomendagao do fabricante.

O extrato hidroalcodlico de citronela (Cymbopogon citratus), apresentando o citronelal, citronelol e
geranial como seus principais principios ativos (Agnolin et al., 2014) produzido no setor de producdo
de leite orgénico da Fazenda Escola da FAZU, pela solubilizagdo das folhas de citronela em etanol
durante quinze dias, sendo adicionados dois litros de solucdo alcoolica em cinco litros de agua, tornando
0 extrato hidroalcodlico de citronela pronto para o uso.

O extrato hidroalcoodlico de noni (Morinda citrifolia) foi obtido a partir da coleta aleat6ria das plantas
de noni cujos derivados vegetais (sumo, sucos e extratos) foram preparados a partir dos 6rgdos frescos
(sumo: por expressao, e armazenamento a -20° C) e/ou secos e a partir de drogas vegetais de fruto e
folha, cujos extratos foram obtidos com solventes, etanol, dgua e solucdo hidro alcodlica de acordo com
Correia et al. (2011), feito no laboratério de Fitopatologia da Universidade de Uberaba.

Apos estabelecidos os tratamentos e preparadas as solugdes, foi realizado o banho de imerséo das
fémeas em solugdo acaricida por cinco minutos, seguida por secagem dos carrapatos em papel toalha e
realocadas em placas de Petri, colocadas em estufa a 37 °C e monitoradas diariamente, por 15 dias para
verificacdo do indice de eclosdo através da pesagem dos ovos eclodidos por cada fémea.

Os ovos pesados foram pesados, separados e colocados em tubos de polipropileno com rosca, em
estufa a 37°C. Apds 15 dias foi estimado o percentual de eclosdo dos ovos com a presenca de larvas nos
tubos, bem como os céalculos de eficiéncia reprodutiva e eficiéncia medicamentosa dos tratamentos
(Drummond et al., 1973), mensurados pelas seguintes equagdes: ER = (Peso dos ovos)/(Peso das
teledgenas) x % Eclosdo x 20.000 e ET = (ER do grupo controle — ER do grupo tratado)/ (ER do grupo
controle) x 100.

Apobs a eclosdo das larvas estas foram colocadas em tubo de prolipropileno com tampa rosca e
imersas em solugdo carrapaticida, cada uma em seu respectivo principio ativo, durante 5 minutos.
Posteriormente, este contetdo foi filtrado em papel filtro, possibilitando a contagem de larvas vivas e
mortas pelo movimento das mesmas (Sousa et al., 2008). Assim, pdde ser verificada a taxa de
mortalidade larval, observando-se o efeito do medicamento nesta fase do ciclo bioldgico do parasita.

Para analise estatistica, os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) dos tratamentos
diagndsticos, utilizando-se o programa Graph Pad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc). O delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado, tendo medicamentos como tratamentos e Unica causa de variag&o.
Eficiéncia reprodutiva, eficiéncia do produto e mortalidade de larvas foram expressas em porcentagem
e avaliados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey com significancia de 5%.
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Resultados

Os resultados coletados durante a realizacdo do biocarrapaticidograma estdo dispostos na Tabela 1.
Importante destacar que o peso das teleégenas foi padronizado entre os tratamentos, ndo sendo
observado a diferenga no peso das teledgenas (Anova P > 0,05).

Tabela 1. Peso das teledgenas, peso dos ovos eclodidos e taxa de eclosdo de ovos coletados durante o biocarrapaticidograma.

Pardmetros do biocarrapaticidograma

Tratamentos Peso das Teledgenas, em Peso dos ovos eclodidos, em Taxa de eclosdo dos ovos, em
gramast gramas?® percentual®

Agua 0,58 £ 0,272 0,20 £ 0,142 94,75% + 3,8°

Cipermetrina 0,55 + 0,292 0+0P 0% + 0P

Citronela 0,56 + 0,302 0,19 + 0,202 84,42% + 11,18

Neen 0,55 + 0,302 0,21 £0,172 90,1% + 10,72

Noni 0,58 + 0,292 0,18 £ 0,182 94,1% + 5,32

Peso das teledgenas (Anova/Tukey P > 0,05). 2Peso dos ovos eclodidos (Anova/Tukey P < 0,05). 3Taxa de eclosdo de ovos
(Anova/Tukey P < 0,05).

Para a analise do peso dos ovos eclodidos, houve diferenca entre 0s pesos dos grupos imersos em
cipermetrina comparados aos demais tratamentos (Anova P > 0,05), evidenciando a eficacia do
tratamento quimico, atuando diretamente no controle das teledgenas adultas e, consequentemente,
impedindo a oviposi¢cdo. Somados, observou-se a auséncia de resisténcia a cipermetrina nas
propriedades da regido. N&o houve diferenga quanto ao peso dos ovos comparando o tratamento controle
com os tratamentos fitoterapicos (Anova P > 0,05).

Para avaliar a taxa de eclosdo das larvas, o extrato hidroalcodlico de citronela foi o tratamento
fitoterapico que mais reduziu a eclosdo dos ovos em larvas, seguido pelo extrato de noni, extrato de
neen. Como ndo houve postura de ovos em telebgenas com cipermetrina, consequentemente ndo houve
a pesagem e nem eclosdo de seus ovos, sendo valores zero.

Vale destacar que, das 100 telebgenas avaliadas por tratamento, eclodiram 99% (99/100) para agua,
79% (79/100) para citronela; 85% (85/100) para neen, 89% (89/100) para noni e 0% (0/100) para
cipermetrina.

A eficiéncia reprodutiva (Figura 1A) diferiu entre os tratamentos (P < 0,05), tendo o tratamento
guimico causado a morte de todas as teledgenas. Entre os tratamentos fitoterapicos, o extrato de citronela
se destacou frente aos demais, apesar dos grupos apresentarem um desvio consideravel entre as placas.

A eficiéncia total medicamentosa (Figura 1B) foi calculada de acordo com os valores de eficiéncia
reprodutiva encontrados no grupo controle e o tratamento avaliado. Pode-se observar uma baixa
eficiéncia dos extratos neen e noni; uma eficiéncia intermediaria do extrato de citronela e o controle
quimico a base de cipermetrina apresentou 100% de eficiéncia, uma vez que controlou a populacdo
testada antes que estas realizassem a postura dos ovos (P < 0,05).
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Figura 1. Eficiéncia reprodutiva (A) e eficiéncia medicamentosa (B) dos tratamentos fitoterapicos e quimico para o controle
de carrapatos bovinos pelo teste de biocarrapaticidograma in vitro.
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Durante o teste de imersdo das larvas (Figura 2), a cipermetrina demonstrou eficicia e o extrato
hidroalcéolico de citronela demonstrou maior eficiéncia larvicida frente aos demais tratamentos
fitoterapicos (P > 0,05).

Larvas vivas (%)

c

T T u
Controle Citronela Neen Noni Cipermetrina

Tratamentos
Figura 2. Teste de imersdo de larvas dos tratamentos fitoterapicos e
quimico para o controle de carrapatos bovinos.

Discussao

O carrapato bovino, R. (B.) microplus, ocasiona prejuizos pelo estresse imposto aos animais
infestados, causando queda no consumo alimentar e, consequente diminui¢do da produgdo animal
(Oliveira & Pedrassani, 2017).

Para se estabelecer estratégias de controle adequadas, visando reduzir as perdas de carater econémico
hé necessidade do conhecimento do ciclo biol6gico do R. (B.) microplus, sendo também fundamental
conhecer a sua epidemiologia (Santos et al., 2013) e a ocorréncia de surtos em uma dada regido afim de
se estabelecer medidas preventivas de controle desse ectoparasita (Amorim et al., 2014).

Métodos de controle como o uso de inimigos naturais, como fungos, bactérias, animais vertebrados
e invertebrados estdo sendo elaborados e bem vistos quanto ao emprego do controle biolégico, tendo
como exemplo o método de controle com produto organico a base de fungos Metarhizium anisopliae
(Camargo et al., 2016).

A utilizagdo de fitoterapicos também tem sido considerada no controle de carrapatos, pois 0s
fitoterapicos promoverem um desenvolvimento mais lento da resisténcia parasitaria, além de ser um
produto mais viavel ambientalmente pelo fato de ser biodegradavel, diminuir os residuos oriundos do
medicamento no meio ambiente, além de apresentar uma relag&o de custo beneficio melhor que a relagéo
apresentada por produtos agroquimicos (Borges et al., 2011; Pivoto et al., 2010).

Para o controle fitoterapico do R. (B.) microplus, destacam-se 0 uso de extrato hidroalcodlico de
eucalipto (Eucalyptus dunni) (Oliveira & Pedrassani, 2017), extrato hidroalcodlico de citronela
(Cymbopogon citratus) (Santos et al., 2013; Agnolin et al., 2014), extrato de neem (Azaridachta indica)
(Borges et al., 2011), todos testados in vitro sobre teledgenas, mas com usos e concentracdes
diferenciadas das realizadas neste estudo. N&do foram encontrados relatos do uso de noni em carrapatos.

Vale a pena ressaltar que o tratamento quimico comercial de cipermetrina possui em sua cComposicao
a associacdo com citronelal, principal constituinte do extrato hidroalcoélico da citronela que, por sua
vez obteve eficacia medicamentosa de 47%, cujos valores encontrados foram semelhantes a Agnolin
(2014), onde pode-se observar 48% de eficacia quando utilizado 6leo mineral de citronela a
concentracao de 2%.

A presenca de 6leo nos farmacos cipermetrina, neen e citronela, além auxiliar na fixagao do principio
ativo no animal, poderiam ter auxiliado no controle do carrapato. Este controle poderia ser explicado
pelo fato do 6leo provocar asfixia nos carrapatos pelo bloqueio de seus espiraculos, que sdo aberturas
superficiais responsaveis pela respiracdo dos mesmos (Agnolin et al., 2014). Entretanto, no presente
estudo, o 6leo de Neen apresentou eficacia de 30%, com baixa eficacia frente a forma larval do carrapato.
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Os valores encontrados utilizando-se o 6leo emulsionavel comercial de neen estdo em concordancia
aos obtidos por Broglio-Micheletti et al. (2010), quando utilizaram duas variedades de oOleo
emulsionavel de neen comercial e extrato de semente solubilizados em hexano e etanol, conferindo
mortalidade das teledgenas variando de 20% a 96%, podendo-se observar efeito ascendente da eficiéncia
em funcéo da concentragdo dos medicamentos.

Tanto o 6leo de neen comercial quanto o extrato hidroalcoolico de noni ndo interferiram na eclosdo
dos ovos, fator determinante no calculo de eficiéncia reprodutiva dos tratamentos. Nas formas larvais,
noni e neem também ndo tiverem efeito esperado nas concentragBes utilizadas; entretanto, estudos
devem ser conduzidos com concentragdo progressiva, principalmente para noni. Estudos bem delineados
gue comprovam a eficacia terapéutica dos compostos bioativos de noni, e que avaliam a sua toxidade
sd0 escassos e ainda controversos (Oliveira et al., 2018).

Alternancia de principios, com uso de fitoterapicos de forma preventiva e aplicacdo da base quimica
para tratamento ou de forma estratégica pode ser util no controle de carrapato. E interessante a
elaboragdo estratégia de manejo profilatico para o controle do carrapato bovino utilizando-se da base
quimica cipermetrina em associa¢do com o extrato hidroalcodlico de citronela, pode aliar a eficiéncia
de ambos os farmacos e otimizando o controle do R. (B.) microplus nos seus diferentes estagios
evolutivos em sistemas convencionais de produg&o.

Tratamentos fitoterdpicos eficientes dentro dos sistemas de producdo € uma pratica vantajosa a
producéo organica de proteina animal por se tratarem de farmacos biodegradaveis, atoxicos ao homem,
adaptados aos tropicos e ndo deixarem residuos nos produtos de origem animal (Borges et al., 2011).

Todos esses fatores aliados a facilidade de manipulagdo e maior valor agregado devido a grande
aceitacdo por parte do mercado consumidor, tornam a utilizagdo de farmacos fitoterpicos uma
alternativa economicamente viavel aos sistemas de producéo, impulsionando tanto a producéo organica
guanto a agricultura familiar, trazendo maior rentabilidade e qualidade de vida aos pequenos produtores
(Fernandes et al., 2012).

O farmaco quimico cipermetrina foi capaz de diminuir drasticamente a infestacdo do carrapato
bovino, em areas ndo resistentes a0 medicamento. Dentre os fitoterapicos, o extrato hidroalcodlico de
citronela mostrou-se com eficiéncia intermediaria, superior aos demais extratos de noni e neen em suas
respectivas concentracdes e que possuem potencial no controle de carrapatos R. (B.) microplus.
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