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FORMATO DA TESE

A presente tese € composta por 6 capitulos. O capitulo 1 apresenta
uma introducdo geral, a contextualizacdo do tema, a justificativa e os objetivos de
estudo. O capitulo 2 refere-se a artigo cientifico Eficacia in vitro de Cipermetrina,
Oleo de Neem (Azadirachta indica) e Oleo de Laranja (Citrus sinensis) no controle
de larvas de carrapatos Rhipicephalus microplus.

O capitulo 3 refere-se a artigo cientifico Avaliagdo comparativa da
eficacia “in vivo” e “in vitro” dos Oleos de Neem (Azadirachta indica) e Laranja (Citrus
sinensis) no controle do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari:
Ixodidae).

O capitulo 4 refere-se a artigo cientifico Comparative impact of
coumaphos, amitraz and plant extract of Ageratum conyzoides on the oogenesis of
Rhipicephalus microplus (Kumar et al.2019) publicado no periédico Ticks and Tick-
borne Diseases.

O capitulo 5 refere-se ao capitulo do livro Atualidades em Medicina
Tropical no Brasil publicado pela Senso Strictu Editora e intitulado TESTE IN VITRO
SOBRE O CONTROLE DE LARVAS DO CARRAPATO DO CAO Rhipicephalus sanguineus

sensu lato.
O capitulo 6 finaliza esta tese com conclusdes gerais e consideracdes
finais deste trabalho e sugestfes para estudos futuros. As referéncias do capitulo 1

encontram-se ao final da tese.
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RESUMO GERAL

O carrapato do boi Rhipicephalus microplus apresenta importancia
econdmica e sanitaria para o rebanho bovino no Brasil e outros paises tropicais e
subtropicais. Apesar dos esforcos empregados na busca de formas alternativas de
controle de carrapatos, o uso dos acaricidas quimicos ainda sdo a eleicdo para
controle de carrapatos, porém o controle pelo uso de produtos quimicos apresenta
inconvenientes como o0 desenvolvimento de resisténcia , seja pelo uso excessivo ou
pela pressdo de selecdo aonde os &acaros mais resistentes sobrevivem aos
tratamentos, presenca de residuos em carne e leite, acdo toxica aos animais e
aplicadores, danos ambientais por contaminacdo do solo, bem como a agdo em
organismos ndo-alvo. Frente a necessidade de sanar ou a0 menos mitigar estes
inconvenientes este trabalho objetivou investigar a eficacia de produtos de origem
botanica, mais especificamente a eficacia dos 6leos de neem (Azadirachta indica) e
de laranja (Citrus sinensis) no controle de carrapatos da espécie R. (B.) microplus
em bovinos.

Inicialmente tracou-se delineamento experimental em laboratoério
empregando o teste de pacote de larvas (TPL) para determinar a concentracao letal
(CL) necessaria para eliminar 95% dos carrapatos e assim, pré-estabelecer a
concentragdo a ser utilizada a campo, em rebanhos naturalmente infestados. Os
ensaios laboratoriais de TPL foram feitos em quadruplicata e com o uso de quatro
diferentes concentracbes dos ingredientes ativos (i.a.). As larvas foram entéo
utilizadas no bioensaio in vitro em TPL comparando-se os 6leos de neem e de
laranja formulados na forma de concentrado emulsionavel e diluidos em agua para
obtencédo das dosagens finais de 9.600 pg, 4.800 ug, 2.400 pg e 1.200 g i.a. Como
controle positivo, utilizou-se cipermetrina aplicada da mesma maneira como
concentrado emulsionavel e diluido para obtencdo das dosagens de 600 ug; 300 ug;
150 yg e 75 ug i.a. e agua deionizada como controle negativo. Os resultados
mostraram que as concentracgdes letais (CL) CL50 e CL75 para cipermetrina foram
atingidas com 50 e 193 pg i.a, respectivamente. O tratamento com 6leo de neem
apresentou as seguintes concentracoes letais CL50 3.829 ug, CL75 7.723 ug e CL80
de 8.905 ug i.a. Com as CLs obtidas, a dosagem de ingrediente ativo a ser utilizada

para obter uma CL90 e CL95 , foram de respectivamente 12.725 ug e 17.645 ug i.a.

iX
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Para o6leo de laranja as CL50, CL75 e CL80 foram de respectivamente 4.344 g,
8.000 pg e 8.848 ug i.a. e, de acordo com as projecdes estatisticas, as dosagens
para obtencdo de CL90 e CL95 devem ser de 10.775 pug e 11.909 ug i.a.,
respectivamente.

A partir do ensaio das CL realizou-se o0 ensaio in vivo, utilizando-se
apenas 0s 0leos essenciais; e as concentracdes de 0Oleo de laranja e de neem de
17.645 pg i.a. e de 11.909 ug i.a. foram arredondadas para 18.000 ug i.a. e 12.000
Mg i.a., respectivamente. Como controle negativo foram mantidos animais separados
sem tratamento. Para o teste a campo utilizou-se 80 ml de produto na forma de
concentrado emulsionavel (CE) para um litro de agua e aplicado na forma de spray
em 24 bovinos da raca Red Angus distribuidos em trés grupos com 8 animais cada,
sendo um grupo tratado com 6leo de neem, outro grupo com 6éleo de laranja e grupo
controle pulverizado com agua potavel disponivel na fazenda. As curvas dose-
resposta foram comparadas entre 6leo de neem, Oleo de laranja e controle. As
variaveis analisadas foram o nimero de carrapatos aderidos ao corpo do animal em
um, cinco e sete dias apdés o tratamento, estimando-se assim o numero de
carrapatos caidos (Knock down - KD). O tratamento quanto ao tempo KD dos
carrapatos foi analisado e mostrou diferenca significativa (p<0,01 ou 0,05) entre os
grupos controle e os grupos tratados, sendo o KD50 8,38 horas para o 6leo de neem
e 9,36 horas para o 6leo de laranja. Os resultados deste estudo demonstraram que
os produtos botanicos obtidos a partir dos 6leos de neem e laranja podem ser
empregados em formula¢des carrapaticidas na forma de concentrado emulsionavel
para controlar carrapatos Rhipicephalus microplus em condicdbes a campo,
salvaguardados ensaios de seguranca alimentar e toxicolégicas. A extrapolacdo dos
ensaios deve ser feita em bovinos de outras racas e regibes para confirmar a
eficacia interespécies, bem como ensaios de seguranca quimica e alimentar

submetidos de forma regulatéria aos farmacos destinados ao tratamento animal.

Palavras-chave, Citrus sinensis, Azadirachta indica, Azadiractina, acaricida

botanico, Oleo essencial, fitoquimicos.
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ABSTRACT

The Rhipicephalus (Boophilus) microplus cattle tick is of great economic
and health importance for the bovine herd in Brazil and in several other tropical and
subtropical countries. Despite the efforts made in the search for alternative forms of
tick control, chemical acaricides are still the most widely used conventional method,
but this type of control presents drawbacks such as the development of tick
resistance to products, presence of residues in meat and milk, toxic action to animals
and applicators, environmental damage due to soil contamination and action on non-
target organisms, among others. In view of the need to remedy or at least mitigate
these inconveniences, the present work sought to investigate the effectiveness of
products of botanical origin, more specifically the effectiveness of neem (Azadirachta
indica) and orange (Citrus sinensis) oils in controlling ticks of the species R.
microplus in cattle, initially outlining an experimental laboratory design using the
larval pack test (TPL) to determine the lethal concentration (CL) necessary to
eliminate 95% of ticks and pre-establish the optimal concentration to be used field in
naturally infested herds. Laboratory tests for TPL were performed in quadruplicate
using four different concentrations of the active ingredients (i.a.). The R. microplus
larvae, obtained from engorged females from a tick colony maintained by EMBRAPA
- Gado de Corte, Campo Grande (MS), Brazil, and kept in our laboratories under
controlled conditions of temperature (28°C = 1°C), relative humidity (80-90%) and a
12-hour photoperiod until use two weeks after the eggs hatch. The larvae were then
used in the in vitro TPL bioassay comparing neem and orange oils with cypermethrin
in microgram dosages of active ingredient (ug a.i.) of 9,600, 4,800, 2,400 and 1,200
for formulations of neem and of orange oils. Cypermethrin was used as positive
control, at doses of 600; 300; 150 and 75ug a.i. and deionized water as a negative
control. In this experiment, the amount of active ingredient needed to reach larval
mortality (lethal concentration-LC) was estimated in the percentages of 50%, 75%,
80%, 90% and 95%. The results showed that the LC50 and LC75 for cypermethrin
were reached with respectively 50 and 193ug a.i., not statistically reaching mortality
of 80% of the larvae, even with an empirical increase in the dosage of this asset. The
statistical data of the treatment with neem oil showed CL50, CL75 and CL80 with
respectively 3,829, 7,723 and 8,905 ug a.i., and according to statistical projections

Xi
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the dosage of active ingredient to be used to obtain a CL90 and CL95 must be
12,725 and 17,645 ug a.i., respectively. For orange oil, the CL50, CL75 and CL80
were 4,344, 8,000 and 8,848 ug a.i., respectively, and according to the statistical
projections the dosages for obtaining CL90 and CL95 should be 10,775 and 11,909
Mg a.i., respectively.

With these results, the in vivo test was performed using only the
essential oils. In the field trial, a new in vitro laboratory test of TPL was performed to
confirm the lethal concentrations of neem and orange oils. The tests indicated as the
best dosages the concentrations 18,000 pg i.a. (rounding 17,645 ug) and 12,000 ug
i.a. (rounding up of 11,909 ug) of neem and orange, respectively, which were
applied, in formulations of the emulsifiable concentrated type (CE) and later used in
field tests in the form of spray on 24 Red Angus cattle distributed in three groups with
8 animals each. In the field test, dose-response curves were compared between
neem oil, orange oil and negative control (untreated). The variables analyzed were
the number of ticks adhered to the animal's body in one, five and seven days after
treatment, thus estimating the number of ticks that fell (Knock down KD). The
treatment for the KD time of ticks was analyzed and revealed a significant difference
between the control and treatment groups, with 8.38 hours KD50 for neem oil and
9.36 hours for orange oil. The results of this study demonstrated that botanical
products such as neem and orange oils can be used in tick formulations in the form
of emulsifiable concentrate and used to control R. microplus ticks in field conditions
as an ecofriendly method in order to decrease or even avoid possible resistance of
ticks to applications of synthetic acaricides. The extrapolation of the tests should be
done in cattle of other breeds and regions to confirm the interspecies effectiveness,
as well as chemical and food safety tests submitted to any drugs intended for

commercial distribution.

Keywords: Rhipicephalus microplus, Citrus sinensis, Azadirachta indica,
Azadirachtin, acaricide, botanical

xii



N

© 00 N O O b~WwW

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

CAPITULO 1

1. CARRAPATO DO BOI - Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Rhipicephalus microplus, carrapatos monoxenos de distribuicao
sazonal em regides tropicais e subtropicais, sdo hematofagos pertencentes ao
filo Arthropoda, classe Arachnida, subclasse Acari, familia Ixodidae, subgénero
Boophilus. Os carrapatos de maior importancia econdmica e sanitaria estdo
classificados principalmente em duas familias: Ixodidae (carrapatos duros) e
Argasidae (carrapatos moles) (Black & Piesman, 1994)!. Os carrapatos
Argasidae alimentam-se mais rapidamente e ingerem pequenos volumes de
sangue por refeicdo, enquanto os carrapatos Ixodidae, alimentam-se por um
intervalo maior de tempo e assim ingerem maiores quantidades de sangue, o
gue os torna impares entre os ectoparasitos devido ao seu longo periodo de
fixacdo no hospedeiro (Sauer et al., 2000).

O carrapato do boi afeta a saude animal acarretando impactos
econdmicos devido a perda de peso, perdas em producdo de carne e leite e
como vetor dos biopatégenos da tristeza parasitaria bovina. Os danos
causados pelos carrapatos tém sido reportados em muitos paises tropicais e
subtropicais estimando uma perda anual estimada de US$ 22 a 30 bilhdes de
dolares (Lew-Tabor e Rodriguez Valle, 2016), sendo US$3,4 bilhGes apenas no
Brasil, de acordo com Grisi et al. (2014).

Rhipicephalus microplus possuem um ciclo de vida com trés
estagios diferentes de desenvolvimento que sdo larva, ninfa e adultos, e
requerem ingestdo de sangue para mudar para o préximo estagio no mesmo
hospedeiro. As larvas eclodem dos ovos num intervalo que pode variar em
torno de 35 dias apds postura, possuem tamanho de aproximadamente 0,05
mm e trés pares de patas; nesta fase encontram-se na vegetacdo a procura de
um hospedeiro, no qual completardo seu ciclo de vida. As ninfas sdo maiores
qgue as larvas em tamanho, mas menores que os adultos, podem variar de 2 a
7mm e possuem quatro pares de patas; nesse estagio, comegcam a se parecer
com a fémea adulta, mas podem ser distinguida pela auséncia de uma abertura

genital na superficie ventral (Walker et al., 2003; Walker et al., 2005). Os
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machos adultos, diferentemente das fémeas, ndo necessitam se alimentar com
grandes aportes de sangue e por isso ndo ficam grandes periodos de tempos
nos hospedeiros, geralmente permanecendo no hospedeiro pelo tempo de
copula. As fémeas apls a copula, ingerem sangue pelo periodo de um a trés
dias, passando para a fase de vida livre ou ndo-parasitaria que ocorre a partir
do momento que caem ao solo para realizar a oviposi¢cdo e reiniciar seu ciclo
bioldgico.

Os carrapatos ao fixarem-se ao hospedeiro perfuram sua pele e
podem causar a transmissdo de patdgenos através da saliva. De acordo com
Wikel (2013), a medida que as pecas bucais perfuram a derme, a saliva
contaminada entra em contato com 0s vasos sanguineos ocorrendo a interacao
carrapato-hospedeiro-patégeno causando as chamadas doencas transmitidas
pelos carrapatos (DTCs ou TBDs na sigla em inglés).

Os principais patdgenos intra-eritrociticos responsaveis pelas
doencas hemoliticas transmitidas por carrapatos (DTCs) na espécie bovina séo
0S protozoarios Babesia bovis, Babesia bigemina e a riquetsia Anaplasma
marginale, organismos historicamente associados, que podem causar doencas
hemoliticas persistentes, clinicamente relacionadas em bovinos, transmitidas
por carrapatos Rhipicephalus microplus (Suarez & Noh, 2011).

Os hospedeiros possuem mecanismos de defesa para eliminar os
carrapatos, todavia a saliva dos artropodes elabora respostas para escapar aos
mecanismos de defesa do hospedeiro. De fato, a saliva dos carrapatos contém
uma mistura complexa de moléculas que inibem a hemostasia, bloqueiam a dor
e o prurido, que sdo respostas a aderéncia ou a espoliacdo sanguinea,
angiogénese modulada e remodelacdo da matriz extracelular relacionada a
cicatrizacdo de feridas, além de atuar como imunomoduladores na imunidade
inata ou adaptativa do hospedeiro (Wikel, 2013). Varias praticas vém sendo
associadas para o controle de R. (B.) microplus, sendo que cada uma delas
apresenta inconvenientes dos pontos de vista imunolégico, resisténcia

adquirida, resisténcia cruzada, custos de tratamento e manejo.
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2. CONTROLE DE CARRAPATOS

2.1. Imunizacao induzida (Vacinas)

O uso de vacinas preconizando inducdo da imunidade por
antigenos esta bem estabelecida como estratégia para controle de carrapatos,
sendo uma alternativa com custo aceitavel e ambientalmente correta. Estudos
realizados nas décadas de 1980 e 1990 levaram ao desenvolvimento comercial
da vacina contra o carrapato Rhipicephalus microplus, chamadas de TickGARD
e Tick-GARD Plus na Australia (Willadsen et al. 1995b) e de GAVAC em Cuba
(Penichet et al. 1994; Rodriguez et al., 1995), porém sua eficacia variavel e
protecdo parcial tem levado a investigacdes e busca de novos antigenos
(McKenna, 1998). Csordas et al, (2018) descrevem a caracterizacao
imunolégica de um multi-antigeno composto por dois antigenos R. (B.)
microplus (RmLTI e BmCG) e um antigeno de Escherichia coli (B subunidade
LTB) aplicados experimentalmente em gado da raca Angus reduzindo o
namero de carrapatos fémeas adultas em 6,29% e a vacinacdo alcancou
55,6% de eficacia para a infestacdo de R. (B.) microplus. No Uruguai, ha uma
vacina refrigerada produzida pela DILAVE desde 1941 (Miraballes & Riet-
Correa, 2018).

2.2. Tratamento parcial seletivo

O tratamento parcial seletivo (TPS) ou Tratamento Seletivo de
Bovinos (TSB), também conhecido como controle seletivo do carrapato dos
bovinos € uma estratégia que propde um novo formato em relacao aos bovinos
e 0 uso adequado dos medicamentos além de viabilizar a implementacédo de
novas recomendacdes e tipos de manejo de acordo com a propriedade. Este
tratamento utiliza a resisténcia natural das racas zebuinas e preconiza que o
controle seja realizado somente em uma pequena parcela da populacdo de
hospedeiros, geralmente os animais mais suscetiveis. O TPS ndo segue um
calendario fixo e ndo adota o tratamento em massa do rebanho para controle

do carrapato-do-boi, Rhipicephalus microplus (Molento, 2020).
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2.3. Controle quimico

O controle quimico € o método de eleicdo realizado através do
uso de acaricidas sintéticos também chamados de ectoparasiticidas, porém,
vem apresentando limitagcbes em sua utilizagdo em decorréncia de seu uso
abusivo ou inadequado, aumentando a pressdo de selecdo de individuos e
levando ao desenvolvimento da resisténcia (Silva et al., 2000). O controle
efetivo pelo uso de ectoparasiticidas da-se basicamente pela agdo neurotoxica
dos componentes do farmaco sobre o sistema nervoso central dos insetos de
forma sistémica ou por contato (Taylor, 2001).

Com base em sua estrutura quimica, os ectoparasiticidas podem
ser divididos em classes de produtos, segundo o0 modo de acdo, como as
amidinas (amitraz) que agem nos receptores de octopamina dos insetos.
Inibidores de acetilcolinesterase, assim como os inseticidas carbamatos cujos
principais representantes sao o carbaril e o propoxur.

O grupo das nitroguanidinas representado pelo imidacloprido que
age especificamente nos receptores colinérgicos nicotinicos (pds sinapticos), a
ligacdo causa descargas espontaneas impedindo a propagacdo dos impulsos
Nnervosos.

O grupo de organoclorados (OCs) como os compostos DDT,
aldrin, dieldrin e hexacloro benzeno entre outros, inibem reversivelmente a
acetilcolinesterase (AChE) e s&o considerados altamente prejudiciais e
persistentes no ambiente, de acordo com Zaffar et al. (2016) a acao
toxicoldgica dos OCs estao relacionadas a substituicdo do cloro na molécula.
Devido sua capacidade de solubilizagdo em gorduras estes compostos
acumulam-se nos organismos (humanos e animais) e acarretam em patologias
como cancer e doencas hematopoiéticas, nefrotoxicas, hepatotdxicas e
reprodutivas. Além disso, eles também afetam o sistema hormonal e pode ter
efeitos interativos, produzindo efeitos androgénicos e estrogénicos. Em
invertebrados, causam desregulacéo endocrina, neurologica e
imunodeficiéncia.

A inibicdo da AChE pelos organofosfatos ocorre por meio de uma

reacao quimica de bloqueio enzimatico impedindo a fosforilagdo enziméatica de

4
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maneira analoga a acetilacdo da AChE impedindo a hidrélise da acetilcolina
causando hiperexcitabilidade e levando o inseto a paralisia e morte (Ajith
Kumar et al., 2019). As moléculas do grupo dos organofosforados agem por
inibicdo da acetilcolinesterase de forma irreversivel e podem ser extremamente
toxicos para animais e humanos devido ao seu efeito anticolinesterasico pela
inibicio da enzima acetilcolinesterase levando ao acumulo deste
neurotransmissor nas sinapses e com consequente exacerbacdo dos efeitos
colinérgicos, podendo ocasionar em mamiferos lacrimejamento, salivacao,
sudorese, diarreia, tremores e disturbios cardiorrespiratérios que podem
acarretar em morte.

Clorpirifés € um organofosforotioato com acdo de contato,
ingestéo e inalacdo, age no sistema nervoso dos insetos causando efeitos ndo
colinérgicos e efeitos colinérgicos pela inibicdo da quebra ou pela degradacao
da acetilcolina (ACh). Diazinon é um inibidor da acetilcolinesterase (AChE), que
causa a hidrélise da ACh nas sinapses colinérgicas e juncdes neuromusculares
resultando em acumulo de ACh no sistema nervoso; outros fosforados séo
fosmet, fampur e fention.

Fenilpirazois como o fipronil sdo usados para controle de pulgas e
carrapatos em céaes e gatos (Van der Sluijs, 2013) e seu modo de acédo é pela
ligacdo aos canais de cloro, bloqueando a ativacdo da conduc¢éo dos estimulos
nervosos, pelo acido gama-aminobutirico (GABA), causando alteracao no fluxo
de ions cloro (CI) nos neurdnios.

Piretrdides como cipermetrina, deltametrina, fenvalerate,
flumetrina, lambda-cialotrina, fenotrina e permetrina entre outros, agem por
alteracdo nos canais de sodio e potassio das membranas neurais, causando
alteracdo do impulso elétrico no inseto levando a hipersensibilidade inicial
seguida por paralisia e morte dos insetos.

As benzoilfenilureias, representadas pelo diflubenzuron e
flufenoxuron e os derivados triazina e pirimidina, mais conhecidos como
ciromazinas, representam uma categoria de agentes controladores de insetos
por inibicdo da formacao de quitina impedindo a ecdise ou expondo as partes

moles do corpo dos insetos levando-os a morte.
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Metoprene e piriproxifeno sédo analogos ao horménio juvenil que
impedem mudanca de estagio larval por mimetizacdo destes hormonios juvenis
(Oliveira et al., 2012) causando morte pela extensao do periodo larval.

Assim, conclui-se que ha diversos grupos com diferentes
moléculas e modos de agdo para controle de carrapatos, porém com vieses a

serem considerados para uso e desuso dos mesmos.

2.4. Produtos Acaricidas - Origem Biologica

Produtos obtidos através de processos fermentativos como as
lactonas macrociclicas que, incluem as avermectinas, abamectinas,
doramectinas, eprinomectina, ivermectina, selamectina e milbemicinas oximas,
sdo derivados de microorganismos do solo pertencentes ao género
Streptomyces e possuem um potente e amplo espectro com doses
relativamente baixas. Espinosade é um ectoparasiticida biolégico de amplo
espectro em baixas doses; obtido pela fermentacédo aerdbica do actinomiceto
Saccharopolyspora spinosa produzindo metabolitos naturais (espinosinas A e
D). Além da eficacia sobre insetos o espinosade possui excelente degradacao
no solo, baixa toxicidade aos aplicadores tanto em uso agricola como em

saude animal (Davey et al, 2001).

2.5. Produtos Acaricidas - Origem Botanica

Produtos boténicos tém apresentado boas perspectivas quanto a
acao ectoparasiticida e vem sendo amplamente estudados como alternativa
aos produtos sintéticos devido a sua menor toxicidade para organismos nao-
alvo, e efeitos toxicos agudos a humanos e animais, possuem uma degradacao
mais rapida pela luz do sol e detoxificacdo enziméatica que pode ser de algumas
semanas até algumas horas, o que reduz a presenca de residuos e prevencao
do desenvolvimento de resisténcia contra substancias ativas, geralmente
devido a acdo entre os varios compostos e diferentes mecanismos de acgao

destes produtos sobre os insetos (Ratan, 2010).
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Extratos obtidos dos frutos de Guarea kunthiana e Guarea
guidonia da familia Melaceae inibiram a eclosédo das larvas na concentracao de
apenas 0,2%. Costa Jr. et al. (2016) testaram a eficacia do 6leo essencial de
Lippia gracilis, que apresenta como um dos componentes principais 0s
monoterpenos cravacol, timol e seus fitoquimicos, em linhagens de
Rhipicephalus microplus resistentes aos organofosforados, verificando que
estes monoterpenos foram 3,2 vezes mais toxicos para a cepa resistente em
comparacao a cepa suscetivel quando aplicado no teste de pacote de larvas.
Kumar et al. (2016) compararam in vitro a eficacia de produtos comercialmente
disponiveis (Butox®) e fito-formulacbes recentemente desenvolvidas
(Zerokeet®, Erina EP®, NBA/13/B/2 e NAC-01) no controle de cepas
resistentes de Rhipicephalus (B.) microplus para mortalidade e reducdo da
capacidade de postura de ovos. Neste experimento foi observado a eficacia
maxima em NBA / 13/ B / 2 (82,4-91,3%), seguido pelo NAC-01 (62,3-94,6%),
Zerokeet® (41,8-75,4%), Erina-EP® (4,7-14,8%) com menor eficacia de 1,5-
6,2% observada em carrapatos tratados com Butox Vet®. Andreotti et al.
(2013) estudaram a acdo protetora do Oleo essencial derivado de Tagetes
minuta para controle de Rhipicephalus microplus em bezerros da raca
Holandesa. A composicdo quimica deste Oleo essencial revelou a presenca de
quatro componentes que ao todo, representam mais de 70% do 6leo essencial,
sendo eles o limoneno (6,96%), -ocimeno (5,11%), di-hidrotagetona (54,10%) e
tagetona (6,73%). Os ensaios a campo indicaram diferencas significativas entre
os valores médios do numero de carrapatos, peso médio dos carrapatos, peso
médio dos ovos por fémea ingurgitada e viabilidade larval e apresentaram
eficacia de 99,98% em comparacdo ao grupo controle quando utilizado na
concentracdo de 20% do 6leo essencial). Matos et al. (2017) realizaram analise
fotoquimica e atividade acaricida de extratos frescos e desidratados de Aloe
arborescens Mill sobre Rhipicephalus microplus, obtidos com os solventes
etanol puro, mistura binaria de etanol e diclorometano, e mistura ternaria de
etanol, diclorometano e acetona, e concluiram que tais extratos continham
taninos hidrossollveis apresentando atividade acaricida sobre os parametros

reprodutivos, tais como, taxa de postura e de eclosao de larvas.
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Singh et al. (2018) avaliaram a eficacia do 6leo de alecrim,
produto botanico comercial concentrado denominado Essentria® IC-3 contendo
10% de o6leo essencial, foram comparados ao geraniol (5%) e 6leo de hortela-
pimenta (2%) com mecanismo de acgdo comprovado de bloqueador da
octopamina em cepas suscetiveis e resistentes do carrapato Rhipicephalus
microplus , através do teste do pacote de larvas de 14 a 21 dias de idade e
nao alimentadas. Os resultados do Essentria® IC-3 em relacdo a mortalidade,
contendo geraniol em cepa suscetivel foram de CL50 0,647% (0,59-0,69%
percentual de mortalidade) e 1,033% (0,94-1,19) para CL95, enquanto valores
de CL50 e CL95 para outras cepas variaram de 0,597-1,674% e 0,927-2,236%,
respectivamente . Pereira Junior et al. (2019) avaliaram a eficacia do carvacrol
como acaricida, em carrapatos fémeas de Rhipicephalus microplus pelo teste
de imersédo em adultos (TIA). A partir da CL 50 identificada, novo teste TIA foi
realizado nas concentracdes de 20%, 40%, 60%, 80% e 100% para avaliacao
dos parametros de peso da fémea antes da oviposicdo, peso da massa de
ovos, periodo de pré-oviposicdo e incubacao, porcentagem de eclosao, indice
de producéo de ovos, taxa de fecundidade, reproducdo estimada, reducdo da
oviposicdo e eclosdo e eficacia do produto. Os resultados obtidos foram
eficacia do produto nos grupos tratados com 100% de mortalidade das fémeas
e a CL50 foi de 61,10%.

2.5.1. Oleo de Laranja (Citrus sinensis)

A laranja Citrus sinensis L. (Myrtales: Myrtaceae) € nativa da Asia
e atualmente distribuida em todas as regides quentes (clima tropical) do
mundo. Manuel J. et al., (2016) relatam em sua revisdo que Varios tipos de
compostos quimicos dos grupos flavondides, esteréides, hidroxiamidas,
alcanos e &cidos graxos, cumarinas, peptideos, carboidratos, carbamatos e
alquilaminas, carotendides, compostos volateis e elementos nutricionais
como potassio, magnésio, céalcio e sodio foram identificados nas frutas,

casca, folhas, suco e raizes de C. sinensis.
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Figura 1 Citrus sinensis — Arvore de laranja — Lemoenboom (Fonte Sun Trees Krugersdorp)

Kumar et al. (2012) avaliaram a atividade inseticida de 6leos
essenciais de C. sinensis no controle de larvas de mosca domeéstica Musca
domestica L. (Diptera: Muscidae) e verificaram atividade significativa sobre
larvas e pupas apresentando uma taxa de inibicdo percentual de pupas de
27,3 a 72,7% de acordo com a toxicidade por contato e 46,4 a 100% através
do ensaio por fumigagéo.

Em relacdo a acdo carrapaticida do 6leo de casca de C. sinensis,
de acordo com Chungsamarnyart & Jansawan (1996) na concentracdo 1: 10
(V/IV) apresentou uma alta atividade larvicida, sendo 1,5 vezes mais potente
gue d-limoneno. Habeeb et al. (2007) avaliaram o efeito do éleo essencial de
C. sinensis em diferentes idades dos ovos de Hyalomma dromedarii
utilizando quatro concentracdes de 1:40, 1:30, 1:20 e 1:15 (6leo: etanol 95%)
(v/v) e demonstraram ac¢dao téxica no desenvolvimento embrionario dos ovos.
Armugan et al. (2016) observaram o efeito do extrato da casca de C. sinensis
em larvas de carrapatos de cdo Rhipicephalus sanguineus e obtiveram taxa
de mortalidade de 98% dos carrapatos (p<0,05). Bala et al. (2011) testaram a
atividade acaricida do extrato de casca de laranja contra carrapatos
Amblyomma variegatum e Rhipicephalus appendiculatus in vitro expostos a
cinco diluicbes seriadas (0 %, 0,5%, 1,0%, 2,5%, 5,0% e 10,0%) e
compararam ao Diazintol®, verificando a eficacia do 6leo de laranja com
correlacdo positiva a concentragdo, o tempo e a espécie alvo, sendo mais
eficaz a 10% (p <0,05) contra Rhipicephalus appendiculatus, com 100% de

mortalidade seguido de Amblyomma variegatum, com mortalidade 78,8%.
9
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2.5.2. Oleo de Neem (Azadirachta indica)

A arvore do neem (Azadirachta indica Juss) (Figura 2) membro da
familia Meliaceae originaria do subcontinente indiano, contém cerca de 135
compostos que podem ter agdo contra artropodes e entre estes compostos,
destaca-se a azadiractina A (AZA) (Liu et al., 2005). De acordo com indice
monografico disponibilizado pela ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) que informa a monografia de agrotdéxicos com uso permitido no Brasil
0 neem possui a seguinte classificacdo Taxondmica: Reino: Plantae; Diviséo:
Magnoliophyta; Classe: Magnoliopsida; Ordem: Sapindales; Familia:
Meliaceae; Género: Azadirachta; Espécie: Azadirachta indica; Identificacao:
Azadirachta indica, A. Juss; outros nomes cientificos: Melia azadirachta e
nomes comuns: Nim, Neem. Este principio ativo € encontrado principalmente
na améndoa. A concentracdo de AZA pode atingir 40% no 6leo extraido
(ABDEL-SHAFY; ZAYED, 2002) a extracao do o6leo é feita principalmente da
améndoa, mas pode ser também a partir de folha ou caule.

Figura 2 Arvore de Neem (Fonte Green Soug, Dubai)

De acordo com a ANVISA a parte a ser utilizada sdo as sementes
e o tipo de derivado vegetal é 6leo vegetal ativo (puro) com a descricao: 6leo
de améndoas de sementes secas de Azadirachta indica obtido por prensagem
a frio e os marcadores fitoquimicos desta planta sdo a Azadiractina A e
Azadiractina B. O principio ativo Azadirachta A (azadiractina A) possui 0 home
quimico de Dimethyl(2aR,3S,4S,4aR,5S,7aS,8S,10R,10aS,10bR)-10-acetoxy-
3,5-dihydroxy-4-[(1aR,2S,3aS,6aS,7S,7aS)-6a-hydroxy-7a-methyl-3a,6a,7,7a-
tetrahydro-2,7-methanofuro[2,3-b]oxireno[e]oxepin-1a(2H)-yl]-4-methyl-8-{[(2E)-

10
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2-methylbut-2-enoyl]Joxy}octahydro-1H-naphtho[1,8a-c:4,5-b'c’]difuran-
5,10a(8H)-dicarboxylate, férmula bruta CssH44016 com massa molecular de

720,7 g/mol e formula estrutural conforme figura 3.
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Figura 3 Férmula estrutural da Azadiractina A. Fonte ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

O principio ativo Azadirachta B  ou 3-Tigloyl-azadirachtol
(azadiractina B) possui o0 nome quimico 1H,7H-Naphtho[1,8-bc:4,4a-c'ldifuran-
5,10a(8H)-dicarboxylic  acid, octahydro-3,8-dihydroxy-4-methyl-10-[[(2E)-2-
methyl-1-oxo-2-butenylJoxy]-4-[(1aR,2S,3aS,6aS,7S,7aS)-3a,6a,7,7a-tetrahydro
-6a-hydroxy-7a-methyl-2,7-methanofuro[2,3-bJoxireno[e]oxepin-1a(2H)-yl]-,
dimethyl ester, (2aR,3S,4S,4aR,5S,7aS,8S,10R,10aS,10bR), férmula bruta:
Cs3H42014, massa molecular: 662,69 g/mol e féormula estrutural conforme figura
4.

Figura 4 Férmula estrutural da Azadiractina B. Fonte ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

11



© 00 N OO O &~ W N P

W W W W NN N DN DN NN DM DNDNDNDDMDN P PP PR PR PR
wWw N PO © 00N OO O A W N P O O OO N O O b WO NN O

Os extratos obtidos a partir do neem sao passiveis de
fotodegradacao, oxidacdo e degradacdo térmica, e de acordo com Bousier et
al. (2011) o efeito oxidativo e temperaturas de armazenamento altas impactam
na concentracéo de azadiractina A que diminuiu cerca de 30% da concentracao
inicial entre o terceiro e o sétimo dia, em temperaturas ambientes de 30°C.

O emprego do neem em agricultura organica tem sido difundido
como relatado por Bousier et al. (2011) em bioensaios sobre a cigarrinha
Macrosteles quadripunctulatus, mariposa Spodoptera littoralis e mosca branca
Bemisia tabaci ao comparar a eficacia de uma solucdo de azadiractina pura A
ao produto comercial Neemazal® T/S e verificar que para cigarrinha e
mariposa, a solucdo de neem na concentracdo recomendada (25 mg/L? de
6leo de neem) foi tdo eficaz quanto o produto comercial a base de azadiractina,
enquanto que para o controle de mosca branca foi necessaria uma maior
concentragdo do extrato aquoso.

A acdo carrapaticida da azadiractina mostrou ter efeito inibitério
sobre a vitelogenina durante a oogénese dos artropodes (Jonsson; Piper,
2007), preconizacdo na eclosdo e mortalidade de larvas recém-incubadas de
Dermacentor variabilis (Landau et al., 2009; Abdel-Shafy; Zayed, 2002). Santos
et al. (2012) avaliaram o efeito in vitro utilizando o teste de imersdo de fémeas
ingurgitadas dos extratos de neem e 6leo essencial de cravo (Syzygium aroma-
ticum) sobre o carrapato Rhipicephalus microplus. As concentragcdes dos
extratos aquosos e etandlicos de neem foram 10% e 50% e a do Oleo essencial
de cravo foi 2,5% e 5% resultando em eficacia média dos extratos de neem
entre 15,04% a 74,39%, dependendo da concentracdo e do solvente utilizado
enquanto a eficacia média do 6leo essencial de cravo foi de 97,15 e 99,4%,
respectivamente.

Giglioti et al. (2011) testaram o efeito de quatro extratos de
sementes de neem contendo 2.000, 5.000, 9.000 e 10.000 ppm de azadiractina
A (AZA), diluidos a 1,25%; 2,5%; 5,0%; 10,0% e 12,8% através de ensaio in
vitro com fémeas ingurgitadas e larvas do carrapato Rhipicephalus microplus e
notaram que o principal efeito téxico dos extratos se deu sobre os parametros
reprodutivos, com queda acentuada na postura e taxa de eclosdo de ovos,

principalmente nos extratos a 10,0% e 12,8%. A solugcdo de AZA a 10.000 ppm

12
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(N10) foi a mais eficaz, porém, ndo foi possivel estimar os valores de CL90 na
faixa de diluicéo testada.

Pazinato et al., (2016) avaliaram in vitro a acdo de sete 6leos;
zimbro (Juniperus munis), palmarosa (Cymbopogon martinii), cedro (Cedrus
atlantica), capim-limao (Cymbopogon citratus), gengibre (Zingiber officinale),
geranio (Pelargonium graveolens) e bergamota (Citrus aurantium var bergamia)
em concentracdes de 1%, 5% e 10% cada. C. martinii, C. citratus e C. atlantica
apresentaram eficacia superior a 99% enquanto J. munis, Z. officinale, P.
graveolens e C. aurantium var bergamia apresentaram eficacia variando de
73% a 95%. Assim, concentracdes mais altas mostraram maior eficacia para
parametros reprodutivos, inibicdo da oviposicéo e eclodibilidade.

Os ensaios utilizando o 6leo e extratos de para controle de
carrapatos in vitro permite inferir que as concentracdes dos ativos botanicos
devam ser superiores a 10% para que tenham efetividade. No entanto,
componentes e fracdes de ingredientes ativos presentes nos extratos botanicos

apresentam alto potencial a fotodegradacao, oxidacao e degradacao térmica.

3. Justificativa

Os problemas de resisténcia, residuos toxicos em subprodutos,
toxicidade aos aplicadores, acdo em organismos nédo alvo, eficacia reduzida e
danos ambientais diretos ou indiretos causados pela maioria dos acaricidas
sintéticos ampliou a necessidade pela busca de produtos alternativos em
escala que atenda a demanda pecuaria Brasileira de acaricidas para uso em
programas integrados de manejo de pragas no rebanho bovino.

Os produtos de origem vegetal derivados de plantas tem
mostrado excelente potencial acaricida e incrementado o nimero de pesquisas
neste segmento, porém ha escassez de ensaios utilizando produtos comerciais
ou em desenvolvimento tanto in vitro quanto in vivo, uma vez que 0s estudos
concentram-se no emprego de extratos obtidos de forma ndo escalonada ou
em grandes quantidades ampliando as variaveis de confiangca para

repetibilidade do uso destes extratos.

13
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Assim, torna-se necessario que se faca estudos utilizando
produtos de origem botanica disponiveis no mercado em quantidade, tempo e
qualidade frequentes para que se avalie a aplicacdo destes 6leos em produtos

comerciais para uso efetivo no manejo do rebanho bovino.

4. Objetivos

O objetivo deste estudo foi estabelecer a concentracéo letal dos
Oleos de laranja e neem obtidos no mercado nacional e indiano
respectivamente, atraveés de ensaios in vitro estimando-se a morte das larvas
de carrapatos Rhipicephalus microplus e posteriormente aplicadas em
formulacbes concentradas a serem emulsionadas a campo para pulverizacao
em gado infestado naturalmente por carrapatos Rhipicephalus microplus.

Identificar as concentracdes letais do 6leo de neem sobre
carrapatos Rhipicephalus (B.) microplus in vitro.

Identificar as concentracdes letais do 6leo de laranja sobre
carrapatos Rhipicephalus (B.) microplus in vitro.

Estimar a concentracdo de 6leo de neem como ectoacaricida em
bovinos a campo.

Estimar a concentracao de 6leo de laranja como ectoacaricida em
bovinos a campo.

Comparar a eficacia do 6leo de neem e de laranja com produto
comercial aprovado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

(MAPA) como acaricida em bovinos.
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CAPITULO 2

Eficacia in vitro de Cipermetrina, Oleo de Neem (Azadirachta indica) e Oleo de
Laranja (Citrus sinensis) no controle de larvas de carrapatos Rhipicephalus

microplus.

Souza, Francinea A.F.13; Dunkel, Karen F.}; Lima, Gabriel A.C.%; Higa,
Leandro?; Silva, Bianca M.3; Weber, Saulo H.}; Bechara, Gervasio H.!

! Escola de Ciéncias da Vida, Pontificia Universidade Catélica do Parana
(PUCPR), Curitibba, Parana, Brasil; ?Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria-Embrapa Gado de Corte, Campo Grande-MS; 3Dexter Latina
Industria e Comércio de Produtos Quimicos, Sdo José dos Pinhais, Parana,

Brasil; (**) souzafrancinea@gmail.com

RESUMO

O uso de extratos feitos a partir de produtos vegetais tem sido amplamente
estudado e vem apresentando boas perspectivas em relacdo ao controle de
artrépodes. Contudo, esses extratos nem sempre possuem uma composicao
que pode ser escalonada ou mesmo repetivel. Formulacdes a partir de 6leos
essenciais na forma comercial podem apresentar boas perspectiva no controle
de carrapatos para uso em bovinos. O objetivo do presente estudo foi testar os
Oleos essenciais de neem e laranja adquiridos comercialmente e formulados
como concentrados emulsionaveis (CE) sollveis em agua. Foi utilizado o teste
de pacote de larvas (TPL) em larvas de Rhipicephalus microplus para
determinar as concentracdes letais de neem (Azadirachta indica) e 6leo de
laranja (Citrus sinensis), comparando com um acaricida sintético a base de
cipermetrina autorizado. Larvas de Rhipicephalus microplus foram obtidas de
coldénia de carrapatos mantida pela EMBRAPA — Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéaria — EMBRAPA Gado de Corte, Campo Grande (MS),

! Avenida Senador Salgado Filho, 5195, 81570-000, Curitiba, Parana, Brasil. 0051 +41 32991900

999732934, souzafrancinea@gmail.com
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Brasil e utilizadas duas semanas apoOs eclosdo. As doses acaricidas pré-
estabelecidas para o TPL expressas em ug de ingrediente ativo (i.a.) foram de
600, 300, 150 e 75 para cipermetrina, e 9.600, 4.800, 2.400 e 1.200 para
formulagBes dos Oleos de neem e laranja; utilizou-se como controle negativo
adgua deionizada. Foram empregadas comparacdes das concentracdes de
dose-resposta entre cipermetrina, 0leos de neem e laranja e controle para a
mortalidade de larvas nos percentuais de 50%, 75%, 80%, 90% e 95% para
obtencdo e analise das concentracdes letais (CL) e obteve-se percentual de
mortalidade de 84%; 74%, 65% e 58% respectivamente para as doses de 600,
300, 150 e 75 ug i.a./L para cipermetrina, 84%, 51%, 45% e 31% para Oleo de
neem e 85%, 49%, 38% e 36% para 0leo de laranja nas dosagens de 9.600,
4.800, 2.400 e 1.200 pug i.a./L para formulagbes dos 6leos de neem e laranja.
O tratamento com Oleo de neem apresentaram as CL50, CL75, CL80 com
respectivamente 3.829 ug, 7.723 ug, 8.905 ug e estatisticamente estima-se que
a dosagem a ser utilizada para obter uma CL90 e CL95 deve ser
respectivamente 12.725 ug e 17.645 ug. Os resultados com 6leo de laranja
apresentaram CL50, CL75 e CL80 de respectivamente 4.344 pug, 8.000 ug e
8.848 ug e, sendo que se estima que dosagens para obtencédo de CL90 e CL95
devem ser de 10.775 ug e 11.909 ug, respectivamente. Neste estudo concluiu-
se gque os 6leos de neem e laranja podem ser empregados como acaricidas
boténicos no controle do carrapato Rhipicephalus microplus.

Keywords; acaricidas, 6leo essenciais; piretroides; inseticida; larvicida.

1. Introducéo

O carrapato do boi, Rhipicephalus microplus, afeta a saude animal
ao redor do mundo, acarretando grandes impactos econdmicos devido a
reducdo no ganho de peso, ocasionando perdas na producao de carne e leite,
danos ao couro, além de atuarem como vetor dos biopatdgenos da tristeza
parasitaria bovina. Os danos causados pelos carrapatos tém sido reportados
em muitos paises tropicais e subtropicais, estimando-se uma perda anual de
US$ 22 a 30 bilhdes de ddlares (Lew-Tabor e Rodriguez Valle, 2016), sendo
US$3,24 bilhdes apenas no Brasil, de acordo com Grisi et al. (2014).
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Varios agentes quimicos comerciais como organofosforados,
piretréides, amidinas, benzilfenilureias, lactonas macrociclicas, neonicotindides,
fenilpirazois, sao utilizados como principal estratégia de controle no manejo
sanitario contra o carrapato de bovinos no Brasil até o momento, devido a sua
grande disponibilidade no mercado, custo-beneficio e facilidade de aplicacédo
por pulverizacdo, imersdo ou sob a forma de derramamento, permitindo
também a associacdo com outros medicamentos ou manejos.

Apesar dos problemas relacionados a aplicagdo dos acaricidas
sintéticos, como contaminacgdo dos produtos de origem animal, contaminacao
ambiental e selecdo de linhagens de carrapatos resistentes, entre outros.
Devido a alta capacidade adaptativa, taxa reprodutiva e diversidade genética
dos carrapatos, ha relatos sobre selecdo de cepas da espécie R. microplus
resistentes as principais classes de acaricidas sintéticos atualmente em uso,
motivo pelo qual uma selecdo de produtos quimicos de forma racional para
controlar carrapatos de maneira eficaz se faz necessario (Robbertse et al,
2016).

Portanto, € fundamental buscar novas alternativas visando um
controle eficiente dos carrapatos nos rebanhos, a fim de mitigar os danos
econdbmicos e sanitarios. Nesse contexto, mais de 55 espécies de plantas
pertencentes a 26 familias ao redor do mundo foram avaliadas contra
Rhipicephalus microplus (Borges et al., 2011; Benelli et al., 2016).

De acordo com Liu et al. (2005) a arvore de neem (Azadirachta
indica), planta originaria da Asia, possui cerca de 135 compostos com possivel
acdo intoxicante sobre artropodes. De fato, 6leo de neem possui efeito inibitério
sobre a vitelogénese durante a oogénese de artropodes como demonstrado por
Jonsson e Piper (2007) e Abdel-Shafy & Zayed (2002), que observaram
decréscimo na eclosdo de ovos e mortalidade de larvas de Hyalomma
anatolicum excavatum recém incubadas.

Além disso, o uso de Oleos essenciais como repelentes ja é
amplamente utilizado e estudado. Lima et. al. (2016) mostraram resultados
positivos para repeléncia de 6leo essencial de L. alba que contém compostos
bioativos com atividade contra o carrapato R. microplus resistentes aos

piretréides e ao amitraz. Kulma et. al. (2017) avaliaram o efeito repelente de
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trés Oleos essenciais para controle de fémeas de Ixodes ricinus e mostraram
qgue o repelente sintético DEET apresentou maior efetividade que os repelentes
botanicos; oleo de laranja ndo apresentou efeito apds 20 minutos da aplicacéo
enquanto lavanda e eucalipto repeliram 45% e 15% de carrapatos apos 80
minutos, respectivamente.

Kumar et al., 2019 demonstraram acdo tdoxica do Ageratum
conyzoides sobre populacdo de carrapatos Rbhipicephalus microplus
resistentes. O fitoquimico foi capaz de induzir ma formacdo dos odcitos,
extensa vacuolizagdo citoplasmatica e reducdo de granulos de Vvitelo,
similarmente ao observado em tratamentos utilizando amitraz e coumafoés.

Quanto a acéo acaricida dos compostos botanicos, varios estudos
foram conduzidos para encontrar alternativas aos produtos sintéticos
empregando-os como potencializadores, sinergistas ou mesmo como agente
de controle isolado de carrapatos.

Martinez-Veslaquez et al. (2011) testaram Oleo essencial de
sementes de cominho (Cuminum cyminum), pimenta Jamaica (Pimenta dioica)
e folhas de manjericdo (Ocimum basilicum) em concentracdes de 20% a 1,25%
em larvas de R. microplus com 10 dias de idade por meio do teste de pacote de
larvas obtendo 100% de mortalidade larval em todas as concentracdes
testadas. Similarmente, 6leo essencial de pimenta Jamaica produziram 100%
de mortalidade em todas as concentracdes, exceto para 1,25%, 6leo essencial
extraido de folhas de manjericdo ndo apresentou acao intoxicante para larvas
de Rhipicephalus microplus.

Ribeiro et al. (2010) avaliaram o Oleo essencial extraido de
Hesperozygis ringens (Benth.) Epling (Lamiaceae) nas concentracdes de 50
puL/ml e 25 pL/ml em carrapatos de boi R. microplus usando o teste de imersao
de adultos (TIA) e o teste de imersédo de larvas (TIL) e observaram que tanto a
postura quanto a eclosédo dos ovos foram significativamente inibidas em 95% e
30%, respectivamente.

Neste estudo, a eficacia do acaricida sintético Cipermetrina foi
comparada a 0leos essenciais de neem e laranja adquiridos comercialmente e
formulados de forma a serem diluidos em &agua, da mesma forma que o

acaricida quimico sintético disponivel no mercado.
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2. Material e métodos
2.1. Comité de ética

O estudo obteve autorizacdo da Comisséo de Etica em Pesquisa
no Uso de Animais (CEUA) da PUCPR, sob niumero 01116/2017 22 versao em
maio/2017 (Anexo 1).

2.2 Carrapatos

Fémeas ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus microplus
gentilmente fornecidas pela EMBRAPA Gado de Corte, Campo Grande (MS),
Brasil, foram cuidadosamente lavadas em agua destilada e mantidas no
laboratérios da Dexter Latina, em Sao José dos Pinhais-PR para oviposic¢éo,
em condi¢cdes controladas de temperatura a 28°C (x1,5°C), umidade relativa a
80% (£5%), monitorados através de termo higrémetro calibrado de acordo com
o certificado ATCC n° 422/18 e fotoperiodo de 12 horas em estufa de demanda
biologica de oxigénio (BOD na sigla em inglés) aferida e calibrada de acordo
com certificado ATCC n°C2348/18 modelo 0315F25 n° de série 16110353. As

larvas foram utilizadas no bioensaio duas semanas apés eclosao.

2.3. Oleos essenciais

O d6leo de neem foi importado da empresa Indiana Parker Biotech,
batelada 3013136 descrita como liquido marrom viscoso, pH 7,0 + 0,02, e
densidade/gravidade especifica de 0,84 g/L.

O Oleo de laranja foi obtido no Mercado nacional da empresa
DICA Comercial, batelada 0032/17, densidade 0,843 g/L, acidez 1,26980 g/L,
indice de refracao 0,9861 e percentual de aldeido 1,5906.

2.4. Cipermetrina
Cipermetrina com pureza 92% isomeria cis-trans 60:40, batelada
IN9101002477 descrito como liquido amarelo viscoso a 25°C e peso molecular

416,2 g/mol, foi obtida da Empresa Dexter Latina.

2.5. Formulacédo dos acaricidas
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Cipermetrina foi formulada a 15% e os 6leos de neem e laranja a
12% cada na forma de concentrado emulsionavel, justificado pelas
propriedades quimicas dos 0leos botanicos (i.a.) de solubilidade em agua, foto
estabilidade e oxidacdo entre outras. As formulacdes foram diluidas para
obtencdo das concentragdes finais em microgramas de ingrediente ativo por

litro de 4gua (ug i.a./L). As dosagens testadas estédo descritas na tabela 1.

Tabela 1- Concentracdo final dos ingredientes ativos cipermetrina, 6leo de
neem e 6leo de laranja expressos em microgramas por litro (ug i.a./L).

Cipermetrina 15% Oleo de neem 12% Oleo de laranja 12%
(ugi.a./L) (ugi.a./L) (ugi.a./L)
600 9.600 9.600
300 4.800 4.800
150 2.400 2.400
75 1.200 1.200
3. Bioensaio

Foi utilizado neste experimento o teste de pacote de larvas (TPL)
(Stone and Haydock, 1962), aprovado pela FAO — Food and Agriculture
Organization com leves modificagdes. Em resumo, inicialmente papéis filtro
foram cortados em retangulos de 75 x 85 mm, previamente identificados com
0S nomes, concentracdo dos acaricidas e controles. Em seguida, os retangulos
de papel foram impregnados com 1000 pL de solugéo acaricida e os retangulos
controle com a mesma quantidade de dgua deionizada. Ap6s impregnados, 0s
papéis foram mantidos em laboratério para secagem e depois de secos
dobrados na forma de envelope com suas extremidades presas com grampos
especiais, permanecendo apenas uma abertura superior para colocacao das
larvas. Apds 24 horas, entre 100 e 150 larvas foram colocadas com o auxilio de
um pincel nos pacotes pré-impregnados, os pacotes fechados foram mantidos
em estufa BOD por 24 horas em temperatura de 28°C (x1,5°C), e humidade
80% (+5%). Apos o periodo de incubacédo, os pacotes foram abertos para a
contagem das larvas mortas e vivas. Para tanto, foi utilizado um tubo de
polietileno acoplado a uma pipeta Pasteur e bomba de vacuo para sucgdo das
larvas. Os resultados foram expressos em percentual de larvas vivas e mortas

em relacdo ao numero total de larvas por pacote. As concentragdes letais para
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75%, 80%, 90% e 95% das larvas (CL75, CL80, CL90 e CL95,
respectivamente) foram calculadas utilizando o programa estatistico Tabela
Curve V3 (Florence, 1994).

3.1. Analise estatistica.
O modelo Gompertz foi ajustado por regressdes nao lineares de
acordo com a equacao abaixo que, de acordo com Draper e Smith (1998).

Equacéo:

__—h[Concentracio—c)
Mortalidade = a-e™*

Onde:
a: assintota horizontal — valor maximo
b e c: taxa de reducédo e ajuste de parametros

e: constante de Euler (aproximadamente 2.718281)

O procedimento de Marquadt e os métodos dos minimos
guadrados foram utilizados para analise dos dados, sendo que as curvas foram
ajustados pelo coeficiente de regressdo R? e erro padrdo da estimativa Syx
para verificar a variagdo dos valores médios estimados em relacdo aos
observados. As médias de mortalidade foram comparadas pelo método
ANOVA One-Way Tipo Ill (a = 0,05), seguida pelo teste de Tukey de acordo
com Steel et al. (1997). Utilizou-se o programa AISN Software Inc., (Oregon,
US) para andlise de dados para calculo das deses letais (CL50 a CL95) para os

compostos a base de cipermetrina e de 6leos de neem e laranja.

4. Resultados

Houve mortalidade de larvas significativamente menor para a
Cipermetrina e tanto para 6leo de neem quanto para o 6leo de laranja houve
significAncia somente nas concentracbes 600 pg i.a. e 9,600 pg ia.,
respectivamente. Nao foram observadas diferencas significativas (p>0.05) na
mortalidade de larvas para os 6leos com as concentracdes de 4.800, 2.400 e
1.200 pg i.a. Comparando-se a eficacia entre os compostos testados,

observou-se diferencga significativa entre a cipermetrina e os Oleos a 95% de
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probabilidade (p>0.05). O grupo controle negativo apresentou menor
percentagem de mortalidade que nos grupos tratados (Cipermetrina, neem e
Oleo de laranja) em todas as doses testadas. O resultado da mortalidade larval
referente as aplicacdes das diferentes concentracdes acaricidas esta
apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 — Percentual de mortalidade de larvas de Rhipicephalus microplus
submetidas a diferentes concentracdes de O6leos de neem e laranja e
cipermetrina pelo teste de pacote de larvas (TPL). Resultados estdo expressos

em meédia + desvio padréo.

. . Dose Oleo de Oleo de

Dose Cipermetrina ~ :
Concentragéo % Concentraca Neem Laranja

0 % %

Controle 12+72 Controle 12+72 12+72
600 84+5CA 9,600 84+120A 85+7bA
300 74+6°B 4,800 51+173A 49+123A
150 657208 2,400 45+103A 38+123A
75 58+1528 1,200 31+15%A 361334

Letras minuUsculas diferentes significam diferencas significativas entre as
concentracgoes.
Letras maiusculas diferentes significam diferencas significativas entre os ativos

testados.

As figuras 1, a, b e c ilustram os ajustes pelo modelo de Gompertz para os
dados de mortalidade das larvas quando expostas por 24 horas no TPL a
cipermetrina, 6leo de neem, 6leo de laranja, respectivamente para controle de

carrapatos.
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Figuras la, b e c- Efeito larvicida in vitro da Cipermetrina, 6leo de neem e 6éleo

de laranja sobre Rhipicephalus microplus

De acordo com as concentragoes letais listadas nas Figuras 1 a,
pode-se observar que a curva representando a cipermetrina mostra uma
mortalidade maxima de 84% e uma tendéncia linear indicando estabilizacdo da
mortalidade de larvas, logo, matematicamente ndo ha correlacdo direta e o
incremento da dose de ingrediente ativo ndo implicarA em aumento da
mortalidade. A CL50 para cipermetrina foi atingido com 50 pg de i.a. e CL75 foi
obtido com a concentracdo de 193 ug, a concentragao para obter mortalidade
de 80% da populacdo ndo pode ser alcancada estatisticamente, destacando a
importancia empirica do célculo percentual e corroborando a necessidade de
um modelo estatistico para evitar a equalizacdo dos resultados sem
extrapolacao.

Nas figuras 1b e 1c respectivamente, as mortalidades das larvas
tratadas com 6leos de neem e laranja mostram tendéncia de crescimento linear
sugerindo correlagédo direta para aumento da mortalidade com o aumento da
dosagem dos 6leos essenciais.

Especificamente, para analise dos resultados do tratamento com
0leo de neem temos as CL50, CL75, CL80 com respectivamente 3.829 pug,
7.723 pg, 8.905 ug e de acordo com a Figura 2 a dosagem a ser utilizada para
obter uma CL90 e CL95 deve ser respectivamente 12.725 ug e 17.645 ug. Para
0os resultados com o6leo de laranja temos as CL50, CL75 e CL80 de
respectivamente 4.344 ug, 8.000 ug e 8.848 ug e, de acordo com a figura 3, as
dosagens para obtencao de CL90 e CL95 deveriam ser de 10.775 pg e 11.909
Mg, respectivamente. Os parametros estaticos estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Parametros estatisticos para mortalidade de larvas de carrapatos

guando tratadas com cipermetrina, 6leo de neem e 6leo de laranja.

Parametros Cipermetrina Neem Oleo de laranja
R2 0,847 0,800 0,96
Syx 0,077 0,084 0,0894
Mortalidade méxima 84% 84% 85%
CL50 65 ug 3.829 ug 4.344 ug
CL75 193 ug 7.723 g 8.000 pg
CL80 N&o alcanca 80% de mortalidade | 8.905 ug 8.848 g
CL90 N&o alcanca 90% de mortalidade | 12.725 ug 10.775 g
CL95 N&o alcanca 95% de mortalidade | 17.645 ug 11.909 g

R2: Coeficiente de determinacao
Syx Erro padrdo da estimativa

5. Discusséo

A analise dos resultados referente ao tratamento com oOleo de
neem apresentou CL50, CL75, CL80 com respectivamente 3.829 ug, 7.723 ug,
8.905 ug, similarmente ao resultado apresentado por Broglio-Micheletti et al.
(2009) no teste de imerséo de adultos, em que se avaliou a eficicia do extrato
alcodlico a 2% (peso/volume) de sementes de Annona muricata L.
(Annonaceae) (Graviola), flores de Syzygium malaccensis (L.) (Myrtaceae)
(Jambo), folhas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Poaceae) (Capim-Santo),
folhas de Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) (Neem), e extrato hexanico na
mesma concentracdo de A. indica (sementes) para controle de R. (B.)
microplus em laboratério. O extrato de A. muricata mostrou maior poder
acaricida, com eficicia de 100%, seguido pelo extrato de S. malaccensis (75 e
59,24%) e A. indica (65 e 38,49%).

Ainda, para os resultados com o 6leo de neem, a partir dos
calculos e andlises estatisticas as dosagens a serem utilizadas para obter uma
CL90 e CL95, devem ser respectivamente 12.725 ug e 17.645 ug. Estes
autores utilizando o teste de imersdo de fémeas ingurgitadas para extrato de
neem (Azadirachta indica) sobre o carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus encontraram concentragdes de 10% e 50% dos extratos aquoso e
etanoico de neem, resultando em eficacia média entre 15,04% a 74,39%,

respectivamente, dependendo da concentracdo e do solvente utilizado.
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Existe uma lacuna na literatura cientifica para ensaios utilizando o
Oleo de laranja no controle de Rhipicephalus (Boophilus) microplus utilizando o
teste de pacote de larvas, havendo maior disponibilidade de informacfes para
testes de imersédo de fémeas ingurgitadas. Os resultados deste ensaio para as
CL50, CL75 e CL80, de respectivamente 4.344 ug, 8.000 ug e 8.848 g e para
CL90 e CL95, de 10.775 ug e 11.909 pg, respectivamente, similarmente aos
resultados obtidos por Chungsamarrnyart & Jansawan (1996) com 6leo de
casca de C sinensis diluido em etanol 95% nas proporges 1:5, 1:10 e 1:15
(VIV) pela imersdo de fémeas ingurgitadas com anotacdo de alta atividade
larvicida a 1:10. Armugan et al., (2016) testaram extratos obtidos das cascas de
C. sinensis a 50%, 75% e 95% de concentracdo e obtiveram mortalidades de
95% a 98% (p< 0,05) em carrapatos de cdes Rhipicephalus sanguineus.
Vinturelle et al., (2017) testaram o Oleo de lim&o contra o carrapato de boi
Rhipicephalus microplus contendo limoneno (50,3%), S-pineno (14,4%) e y-
terpineno (11,7%) como os principais componentes a atividade acaricida foi
avaliada nas concentracfes de 2,5, 5,0 e 10,0% (v / v) em teste de imersdo de
fémeas ingurgitadas por um minuto, obtendo CL90 dos 6leos de C. limonum de
4,9%, o que permite por analogia inferir sobre a eficacia do 6leo de laranja para
controle de carrapatos de boi.

O uso destes 0leos essenciais pode ser também empregado na
forma de adjuvante, ou como solvente, cossolvente, veiculo ou mesmo em

associacdo a moléculas quimicas convencionais de eleicéo.

6. Conclusbes

O presente estudo demonstra através dos resultados obtidos que
os Oleos de neem e laranja apresentam potencial no controle de infestacdes
por carrapatos Rhipicephalus microplus in vitro no teste de pacote de larvas
nas dosagens de 12.725 ug e 17.645 ug/L para obtencao de controle de 95%
dos carrapatos (CL95).
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CAPITULO 3

Avaliacdo comparativa da eficacia “in vivo” e “in vitro” dos Oleos de Neem
(Azadirachta indica) e Laranja (Citrus sinensis) no controle do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae).
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Resumo

Rhipicephalus microplus, conhecido como carrapato do boi, € o principal
ectoparasita de interesse econdémico nas regides tropicais e subtropicais do
mundo, sendo responsavel por sérias perdas na pecudria bovina advindas da
espoliacdo, queda na producdo de leite e carne, mortalidade, reducdo da
natalidade e transmissdo de patégenos responsaveis pela tristeza parasitaria
bovina, os hemoprotozoarios (Babesia bovis e Babesia bigemina) e
riquétsias (Anaplasma marginale) e perda na qualidade do couro, entre outros.
O controle desses ectoparasitas € feito principalmente com produtos quimicos,
no entanto, esse tipo de controle apresenta desvantagens, como 0 rapido
desenvolvimento de resisténcia nos carrapatos, contaminacdo ambiental tanto
pela sua baixa biodegradabilidade quanto pela toxicidade direta a organismos
nao alvo em solo, ar e aguas, residuos em produtos e subprodutos lacteos e
carneos, efeitos colaterais nos sistemas digestivo, respiratério, cutdneo e

neuroldgico dos animais e aplicadores. Nesse contexto, produtos botanicos

2 Avenida Senador Salgado Filho, 5195, 81570-000, Curitiba, Parand, Brasil. 0051 +41 32991900

999732934, souzafrancinea@gmail.com
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vém sendo desenvolvidos para associagdo ou substituicdo dos acaricidas
qguimicos, como alternativa no controle de carrapatos. Neste estudo, ensaios
laboratoriais para pré-determinar as concentracfes letais dos 6leos de neem
(Azadirachta indica) e laranja (Citrus sinensis) pelo teste do pacote de larvas
(TPL) indicaram como melhores dosagens as concentragées 18.000 pg do
ingrediente ativo (i.a.) e 12.000 ug i.a., respectivamente. Estas concentracdes
foram utilizadas em formulacdes do tipo concentrado emulsionavel (CE),
posteriormente empregadas em testes a campo na forma de spray direto em 24
bovinos distribuidos em trés grupos de animais cada. No teste a campo, as
curvas dose-resposta foram comparadas entre 6leo de neem, 6leo de laranja e
controle negativo (ndo tratado). As variaveis analisadas foram o numero de
carrapatos aderidos ao corpo do animal em um, cinco e sete dias apds o
tratamento. O tempo de queda Knock down 50 (KD50) da curva foi analisado e
revelou haver diferenca significativa entre os grupos controle e tratamento,
sendo 8,38 horas o KD50 para o 6leo de neem e 9,36 horas para o 6leo de
laranja. Conclui-se que os 6leos de neem e laranja como moléculas botanicas
acaricidas possuem potencial para uso na forma de concentrado emulsionavel
para controlar carrapatos R. microplus em condicBes de campo como método
de manejo ecologicamente correto a fim de se diminuir ou até mesmo evitar

possiveis resisténcias dos carrapatos as aplicacées de acaricidas sintéticos.

Palavras-chave: Carrapatos, acaricidas botanicos, 6leo de neem, 6leo de

laranja, Azadirachtin, controle de carrapatos.

1. Introducéao

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) é a espécie de
carrapato de maior importancia econémica em paises tropicais e subtropicais
com perdas anuais estimadas entre US$ 22 e 30 bilhdes de dolares (Lew-
Tabor e Rodriguez Valle, 2016), sendo US$3,24 bilhdes de ddlares apenas no
Brasil (Grisi et al., 2014). Na india, o custo para o controle de carrapatos e de
doencas por eles transmitidas tem sido calculado em aproximadamente
US$498,7 milhdes/ano segundo Minjauw e McLeod (2003). Estima-se que cada
fémea ingurgitada de Rhipicephalus microplus é responsavel por perdas de 8,9
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*+ 2,1 mL na producéo de leite, redu¢édo em ganho de peso vivo em 1,0 £ 0,38 g
e de peso vivo equivalente a 0,081 Milijoule (MJ) em perdas de energia
metabolizavel por infestacao de carrapatos (Jonsson et al., 1998, 2001).
Existem varias formas de controle de carrapatos tais como o
vacinal, genético pelo cruzamento de ragas, bioldgico e botanico entre outros,
porém a mais amplamente utilizada € pelo emprego de produtos quimicos
sintéticos com acao acaricida. No entanto, estes produtos apresentam varios
inconvenientes sendo a selecdo a resisténcia possivelmente o maior deles.
Ademais, os acaricidas sintéticos podem causar intoxicagbes aos animais
tratados, teratogenicidade e mutagenicidade; ha casos em que a persisténcia
ou bioacumulacdo dos produtos quimicos em leite e tecidos demande tempos
de caréncia estendidos. Ambientalmente, os acaricidas sintéticos podem atingir
organismos ndo alvo ao serem pulverizados, ou pelo descarte de aguas de
banheiras de imersdo. Ainda, quando persistentes ou lixiviaveis os acaricidas
guimicos alteram a microbiota em aguas e solo.Nas ultimas décadas diversos
estudos tém mostrado o uso de extratos botanicos como potenciais acaricidas.
Neste sentido, Ribeiro et al. (2010) demonstraram o efeito letal do 6éleo
essencial de Hesperozygis epling em concentracées entre 20 uL/ml e 0,625
puL/ml para larvas de R. (B.) microplus usando o teste de imersdo de larvas
(TIL). Martinez-Velazquez et al. (2011) mostraram o efeito toxico dos Oleos
essenciais das pimentas Cuminum cyminum e Pimenta dioica ao causar
mortalidade de 100% em todas as concentracfes testadas em larvas de R.
microplus. Em contrapartida, o 6leo essencial de Ocimum basilicum n&o
mostrou toxicidade para esta espécie de carrapato. Matos et al. (2017) em
estudos utilizando extratos secos e frescos de Aloe arborescens Mill em
ensaios in vitro com fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus confirmaram a
presenca de componentes com atividade acaricida e indicaram seu uso como
uma alternativa no controle de carrapatos. Agnolin et al. (2014) utilizaram éleo
de citronela 8,6% em experimento in vivo (Cymbopogon winterianus Jowitt)
obtendo eficacia acima de 95% para carrapatos do boi. Mollong et al. (2018)
utilizando o teste de pacotes de larvas (TPL) com extrato cru de 6éleo essencial

de C. anisata em 0leo vegetal de palmeira kernel (v/v) e flumethrin observaram
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100% de mortalidade em larvas, todavia a toxicidade foi dose dependente e o
0leo pode ser benéfico no controle de carrapatos.

Kumar et al. (2016) reportaram a eficacia comparativa de dois
produtos herbais comerciais indianos, Zerokeet e Erina-EP, duas novas
fitoformulagdes em desenvolvimento chamadas de NBA/12/B2 e NAC-01 e
Butox, o produto quimico mais agressivo do mercado anti-carrapaticida. A
eficacia maxima foi observada para NBA/13/B/2 (82,4-91,3 %), seguido de
NAC-01 (62,3-94,6 %), Zerokeet (41,8-75,4 %), Erina-EP (4,7-14,8 %) e uma
menor eficacia, de 1,5-6,2 %, foi observada para o Butox Vet. Em colaboracéo
recente com o grupo do Prof. Ghosh andlise histoquimica demonstrou uma
acao toxica do Ageratum conyzoides sobre carrapatos R. (B.) microplus
resistentes ao induzir ma formacédo de odcitos, extensa vacuolizacéo e reducdo
de granulos de vitelo, similarmente ao observado em tratamentos utilizando
amitraz e coumafés (Kumar et al., 2019).

Singh et al. (2018) utilizando o bioensaio TIL relataram para o
produto botanico comercial Essentria® IC-3 concentrado, contendo Oleo
Rosemary (10%), geraniol (5%) e 6leo de horteld (2%), com acao pelo bloqueio
de octopamina, uma atividade larvicida sobre cepas suscetiveis e resistentes
do Rhipicephalus microplus. Os valores de CL50 e CL95 para Essentria® IC-3
contra cepas suscetiveis foi calculado em 0,647% (0,59-0,69) e 1,033% (0,94—
1,19), respectivamente, no entanto, valores de CL50 e CL95 para outras cepas
sofreram variacdes de 0,597-1,674% e 0,927-2,236%, respectivamente.

Neste estudo, foram realizados ensaios laboratoriais para
determinacdo de concentracdes letais dos 6leos de neem (Azadirachta indica)
e laranja (Citrus sinensis) empregando-se o teste do pacote de larvas (TPL) e
posteriormente a concentracao definida dos 6leos de neem (Azadirachta indica)
e laranja (Citrus sinensis) foram testados em bovinos taurinos a campo em seu
potencial acaricida contra o carrapato Rhipicephalus microplus em formulagdes
do tipo concentrado emulsionavel (CE).

2. Materiais e método
O estudo obteve autorizagio da Comisséo de Etica em Pesquisa
no Uso de Animais (CEUA) da PUCPR, sob nimero 01116/2017, 22 versdo em
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maio/2017 (Anexo 1).

2.1. Teste in vitro
2.1.1. Carrapatos

Fémeas ingurgitadas da espécie R. (B.) microplus foram
coletadas dos bovinos, lavadas com agua destilada e mantidas para oviposicéo
em condi¢cdes controladas de temperatura (28°C £1,5°C), humidade relativa
(80%+5%) e fotoperiodo (12:12 horas) em estufa com demanda biol6gica de
oxigénio (DBO). As larvas eclodidas foram mantidas nas mesmas condi¢des
pelo periodo de duas semanas até o0 momento de seu uso no teste do pacote

de larvas.

2.1.2. Oleos essenciais
Os 6leos essenciais foram obtidos de fontes comerciais, sendo o
0leo de neem proveniente da Neemoil (Parker BiotCEh) lote 3013136 e 6leo de

laranja da empresa DICA Comercial lote 0032/17.

2.1.3 Formulacbes

Todos o0s componentes foram formulados na forma de
concentrado emulsionavel (CE), cipermetrina foi utilizada como controle
positivo na concentracdo de 20% m/m, 6leo de neem a 22,5% m/m e 6leo de
laranja a 15% m/m de 6leo essencial. O uso da formulacdo CE justifica-se
pelas propriedades quimicas dos ingredientes ativos em relacdo a sua
solubilidade em agua entre outras. Os concentrados foram diluidos em agua
para a obtencdo de calda com as concentragbes em microgramas de

ingrediente ativo (ug i.a.) por litro expressas como apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentragdes de ingredientes ativos em microgramas (ug i.a.)

Cipermetrina 20% Oleo de Neem 22,5% Oleo de laranja 15%
(Mg a.i.) (Mg a.i.) (Mg a.i.)
800 18.000 12.000
400 9.000 6.000
200 4.500 3.000
100 2.250 1.500
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2.1.4. Bioensaio para o teste do pacote de larvas (TPL)

O teste do pacote de larvas (Stone and Haydock, 1962) foi
realizado em quadruplicata para cada diluicdo (acaricidas e controle) como
preconizado pela Food and Agriculture Organization — FAO (2004), com
pequenas modificacdes. Em resumo, papéis filtro foram cortados em retangulos
de 75 x 85 mm, previamente identificados com os nomes, concentracdo dos
acaricidas e controles. Em seguida, os retangulos de papel foram impregnados
com 1000 pl de solugédo acaricida e os retangulos controle com a mesma
quantidade de agua deionizada. Apos impregnados, os papeis foram mantidos
em laboratério para secagem e depois de secos foram dobrados na forma de
envelope com suas extremidades presas com grampos especiais,
permanecendo apenas uma abertura superior para colocacao das larvas. Apos
24 horas, entre 100 e 150 larvas foram colocadas com o auxilio de um pincel
nos pacotes pré-impregnados, que tiveram a extremidade superior fechada
com grampos. Os pacotes fechados foram mantidos em estufa BOD por 24
horas em temperatura de 28°C (+1,5°C), e humidade 80% (+5%). ApOs o
periodo de incubagéo, os pacotes foram abertos e suas extremidades foram
fixadas com alfinetes para a contagem das larvas mortas e vivas. Para tanto,
foi utilizado um tubo de polietileno acoplado a uma pipeta Pasteur e bomba de
vacuo para succao das larvas. Os resultados foram expressos em percentual
de larvas vivas e mortas em relagdo ao numero total de larvas por pacote. As
concentracdes letais para 50%, 90% e 95% das larvas (CL50, CL90 e CL95,
respectivamente) foram calculadas utilizando o programa estatistico Tabela
Curve V3 (Florence, 1994).

2.1.5. Andlise estatistica para o ensaio in vitro (TPL).

Utilizou-se o programa Software AISN Inc. Para todos os
ingredientes ativos, o modelo Gompertz (Eq. 1) foi ajustado por regressdes nao
lineares, que, de acordo com Draper e Smith (1998), sdo aquelas em que pelo
menos uma das derivadas parciais depende de algum parametro do modelo.
Eqg. 1:

__—biConcentragao —cj
Mortalidade = a-e™*

Onde:
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a: assintota horizontal — valor maximo
b e c: taxa de reducédo e ajuste de parametros
e: constante de Euler (aproximadamente 2.718281)

O procedimento de Marquadt e os métodos dos minimos
quadrados foram utilizados, a qualidade do ajuste foi confirmada pelo
coeficiente de determinacdo que mede a qualidade do ajuste na linha de
regressdo R2 e erro padrdo da estimativa Syx para verificar a variacdo dos
valores médios estimados em relagdo aos observados. As médias de
mortalidade foram comparadas pelo método ANOVA One-Way Tipo Il (a =
0,05), seguida pelo teste de Tukey de acordo com Steel et al. (1997), quando
se observou homogeneidade de variancia (teste de Levene). Para 0 ensaio
campo a analise estatitica incial € a mesma diferenciando-se apenas quando
nao houver observacdo de homogeneidade em que teste de Bonferroni seria

utlizado para comparar as médias.

2.2. Teste a campo
2.2.1. Bovinos e contagem de carrapatos

Foram utilizados para o ensaio 24 bovinos machos da raca Red
Angus, com idade média de 4 meses e peso entre 350 kg e 400 kg,
naturalmente infestados com Rhipicephalus microplus e mantidos em piquetes
simples na Fazenda Felipe, municipio de Porto Amazonas-PR (coordenadas -
25,5451790 e -49,9464040), com temperatura média de 24° nos dias 0 e 1,
22°C no dia 5 e 19°C no dia 7. Os animais foram aleatoriamente distribuidos
em trés grupos com 8 animais cada e pulverizados com soluc¢des de dleos de
neem ou de laranja e um grupo de animais foi mantido como controle negativo,
nao tratado.

A contagem dos carrapatos no corpo dos animais foi estimada
com base na média de trés contagens consecutivas de fémeas de
Rhipicephalus microplus totalmente ingurgitadas, variando de 4,5 e 8,0 mm de
comprimento, localizadas no lado direito do corpo de cada animal, de acordo

com a técnica de Wharton e Utech (1970).

2.2.2. Oleos essenciais
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Os 6leos essenciais foram obtidos de fontes comerciais, sendo o
0leo de neem proveniente da Neemoil (Parker BiotCEh) lote 3013136 e Oleo de

laranja da empresa DICA Comercial lote 0032/17.

2.2.3 Formulacdes

Os oOleos essenciais de neem e laranja foram formulados como
concentrados emulsionaveis (CE) respectivamente a 22,5% e 15,0%. Diluicdes
seriadas foram preparadas para obtencdo de caldas para pulverizagdo com
concentragbes de 6leo de neem, respectivamente a 2.250, 4.500, 9.000 e
18.000 ug de ingrediente ativo (i.a.) e 6leo de laranja a 1.500, 3.000, 6.000 e
12.000 pg i.a., conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Concentragdes de ingrediente ativo em microgramas (pg i.a.) na

calda de tratamento para pulverizacéo a campo.

Oleo de Neem 12 %(ug a.i.) |Oleo de laranja 15% (ug a.i.)
18.000 12.000

9.000 6.000

4.500 3.000

2.250 1.500

2.2.4. Bioensaio para teste a campo

Foram utilizados 24 bovinos que foram divididos em tres grupos,
sendo um grupo o controle, que foi pulverizado somente com agua, outro grupo
com 8 animais pulverizadocom solucaocontendo oleo de neem e o terceiro
grupo contando também com 8 animais e pulverizados com a solu¢do contendo
o0 Oleo de de laranja. Para a pulverizacao foram utilizados 80 ml de concentrado
emulsionavel por litro de agua, obtendo solugdo com 18000 pg i.a. e 12000 ug
i.a., respectivamente para os 6leos de neem e de laranja. A pulverizacao foi
feita de forma individual em piquetes utilizando-se pulverizador costal manual
pulverizando cada animal com cerca de 1,5 L de calda. Apoés tratados, os
bovinos foram inspecionados por palpacéo para verificagcdo se a pelagem se
encontrava completamente molhada e apds isso foram mantidos em piquete

por aproximadamente 1 hora para secagem da calda.
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2.2.5. Andlise estatistica para o ensaio in vivo (ensaio a campo).

Utilizou-se o programa Software AISN Inc. Para todos os
ingredientes ativos, o modelo Gompertz (Eq. 1) foi ajustado por regressdées nao
lineares, que, de acordo com Draper e Smith (1998), sdo aquelas em que pelo

menos uma das derivadas parciais depende de algum parametro do modelo.

Eqg. 1.

__—b{Concentracio —c)
Mortalidade = a-e™"°

Onde:
a: assintota horizontal — valor maximo
b e c: taxa de reducédo e ajuste de parametros

e: constante de Euler (aproximadamente 2.718281)

O procedimento de Marquadt e os métodos dos minimos
quadrados foram utilizados, a qualidade do ajuste foi confirmada pelo
coeficiente de determinacdo que mede a qualidade do ajuste na linha de
regressdo R? e erro padrao da estimativa Syx para verificar a variacdo dos
valores médios estimados em relacdo aos observados. As médias de
mortalidade foram comparadas pelo método ANOVA One-Way Tipo Ill (a =
0,05), seguida pelo teste de Tukey de acordo com Steel et al. (1997), quando
se observou homogeneidade de variancia (teste de Levene).

3. Resultados
3.1. Resultados do TPL

Os resultados de mortalidade de larvas nos testes de laboratorio
apresentaram mortalidade percentual de 73,9%, 100% e 100% para a
cipermetrina, 6leos de neem e laranja, respectivamente nas maiores dosagens
propostas (Tabela 3 e Figuras 1A, B e C). A concentracéo letal do ingrediente
ativo cipermetrina ndo alcancou 90% na dosagem de 800 ug e por este motivo

nao foi utilizada nos ensaios a campo.
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Figuras 1 A, B e C — Mortalidade larval para Cipermetrina 20% CE, Oleo de

Neem (A. indica) 12% CE e Oleo de laranja 15% CE respectivamente de

acordo com a concentragéo.

Tabela 2 — Pardmetros estatisticos entre moléculas no TPL

Parametro Cipermetrina Neem Oleo de laranja
R? 0,674 0,590 0,591

Syx 0,129 0,101 0,153
Mortalidade maxima 0,739 1,000 1,000

CL50 (ug) 10,27 14,881 6744

CL90 (ug) - 22,434 11,405

CL95 (ug) - 23,182 11,869

R2: Coeficiente de determinacao

Syx: Estimativa do desvio padrao

CL: Concentragéo letal

Tabela 3 — Mortalidade percentual de Rhipicephalus microplus submetidos a

Cipermetrina, neem e 6leo de laranja para TPL. Resultados sdo expressos em

média + desvio padrao.

Dose Cipermetrina Dose Oleo de neem Dose Oleo de laranja

Concentracdo % Concentracdo % Concentracdo %

Controle 14.35+4.77 Controle 14.35+4.77 Controle 14.35+4.77
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800 100.00+0.00 18,000 100.00+0.00 12000 100.00+0.00

400 100.00+0.00 9,000 100.00+0.00 6000 100.00+0.00
200 100.00+0.00 4,500 97.90+2.41 3000 100.00+0.00
100 99.48+1.12 2,250 94.82+5.54 1500 100.00+0.00

3.2. Resultados do teste a campo

De acordo com ANOVA, foi observada interacgao significante entre
os tratamentos e os dias, razdo pela qual as médias dos grupos em cada dia e
as médias dos dias em cada grupo foram comparadas. As diferencas entre as
médias na queda dos carrapatos podem ser observadas na Tabela 5 e Figuras
4eb.

Tabela 4 — Resultado referente ao numero de carrapatos aderidos ao corpo dos
bovinos (knock down) Rhipicephalus microplus submetidos ao Oleo de neem,
Oleo de laranja e grupo controle. Resultados sdo expressos em média + desvio

padrao.

Grupo Dia 0 Dia 1 Dia 5 Dia 7

Controle | 110,00 + 0,00aA | 110,00 + 0,00aA | 134,00 + 25,63aA | 134,00+ 25,63aA
Neem 110,00 £ 0,00aA | 12,75 +5,78bB | 5,38 + 3,34bC 0,00 £ 0,00bD
Orange | 110,00 +0,00aA | 16,25+ 6,32bB | 6,13 + 6,45bC 0,00 £ 0,00bC

Letras minasculas diferentes significam diferencas significativasp<0,01 entre os
dias testados. Letras maiusculas diferentes significam diferencas significativas
P<0,01 entre os 0leos testados.

125 125

100 1001}

75

Quantity
Quantity

50

25 25 \

2 4 6 0

2 4 6
Time (days) Time (days)

Figuras 4 e 5 — Queda de carrapatos de acordo com o tempo de acéo do Oleo

de neem e do Oleo de laranja, respectivamente.
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Tabela 5 — Parametros estatisticos entre moléculas para o acaricida com 0leo

de neem, de laranja aplicados em bovinos para teste a campo.

Parametros Oleo de neem |Oleo de laranfa
R2 0.989 0.986 5
Syx 5.379 6.129 6
Mortalidade maxima | 100% 100% 7
KD50 8h23min 9h36min S
KD90 24h58min 26h51min 9
KD95 29h01min 31h12min 10

11

R2: Coeficiente de determinacao
Syx: Erro padrao da estimativa

4. Discusséo

Os resultados demonstram que Oleo de neem CE 22,5% induz
significante mortalidade de larvas usando o TPL, similarmente ao resultado
apresentado por Broglio-Micheletti et al. (2010) quando avaliaram o efeito de
extratos organicos de plantas e 6leo emulsificado de Azadirachta indica A. Juss
(Meliaceae) (neem) no controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus em laboratorio. Estes autores demonstraram o potencial de controle
de Rhipicephalus microplus com mortalidades de 20 + 6.4% a 96 + 4.0%, e
atuacdo sobre a oviposicdo com potencial na reducdo das massas de ovos.
Broglio-Micheletti et. al. (2009) avaliaram em laboratério pelo teste de imerséo
de adultos, a eficacia do extrato alcodlico a 2% (peso/volume) de sementes de
Annona muricata L. (Annonaceae) (Graviola); flores de Syzygium malaccensis
(L.) (Myrtaceae) (Jambo); folhas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
(Poaceae) (Capim-Santo); folhas de Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae)
(Neem); e extrato hexanico na mesma concentracdo de A. indica (sementes)
para controle de R. (B.) microplus em laboratorio. O extrato de A. muricata
mostrou maior poder acaricida, com eficiéncia de 100%, seguido pelo extrato
de S. malaccensis (75 e 59,24%) e A. indica (65 e 38,49%). Houve 100% de
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reducdo na eclosdo das larvas quando extrato da semente de A. muricata foi
usado.

Santos et. al (2012) avaliaram in vitro pelo teste de imersao de
fémeas ingurgitadas em extratos aquoso e alcodlico de folhas frescas de neem
(Azadirachta indica) 10% e 50% e Oleo essencial de cravo (Syzygium
aromaticum) 2.5% e 5% contra carrapatos Rhipicephalus microplus. Os
resultados meédios obtidos para o neem foram de 15,04% a 74,39%,
dependendo da concentracdo e solvente utilizado, e a eficacia média do 6leo
essencial de cravo foi 97,15 e 99,4%, respectivamente.

Eckstein et al. (2016) estudaram in vitro a eficacia de acaricidas
comerciais em seis popula¢cdes de Rhipicephalus microplus através do teste de
imersado de adultos anotando as eficacias minimas e maximas obtidas para
cada produto, tendo sido respectivamente de 1,1% e 94,71% para
Cipermetrina, 99,15% e 100% para Cipermetrina + chlorpyrifos + Citronela,
8,93% e 100% para Amitraz, 18,99% e 100% para Trichlorfon e 13,68% e
100% para neem.

Neste ensaio observou-se influéncia significativa dos produtos
testados e o tempo decorrido apds sua aplicacdo para o numero de carrapatos
destacados. Com isso pode-se inferir que a quantidade de carrapatos varia de
acordo com o tempo (Tabela 5), tendo metade dos carrapatos se destacado de
seus hospedeiros em cerca de 8 horas apdés a aplicacdo de neem e de
aproximadamente 9 horas para aplicacdo do 6leo de laranja, alcancando 95%
de queda em 29 e 31 horas, respectivamente.

N&o houve diferenca significativa nas quantidades de carrapatos
destacados entre os produtos testados, mas estes apresentaram ocorréncias
estatisticamente menores que o controle. Vale ressaltar um aumento no
namero de carrapatos encontrados nos animais pertencentes ao grupo
controle, o que reforga a eficiéncia do neem e da laranja no controle de
carrapatos neste estudo.

Com base nos resultados acima e o acréscimo no numero de
carrapatos desprendidos a partir do primeiro dia de aplicagao, similarmente ao
reportado por Al-Rajhy et al. (2003), o 6leo de neem pode ser considerado um

potente acaricida que afeta a alimentacdo, desenvolvimento e ecdise das
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larvas em diferentes ordens e a baixas concentracdes. Todavia, neem CE e
6leo de neem CE, respectivamente nas concentragées de i.e. 5000mg litre™,
apresentaram efeitos quase nulos quando testados em carrapatos de camelos
Hyalomma spp, corroborado por Abdel-Shafy e A. Zayed (2002) ao usarem
extrato comercial de sementes de Neem Azal F (Trifolio-M GmbH, Germany)
contendo 5% de neem para avaliar o efeito acaricida sobre os estagios de
ovos, imaturos e adultos de Hyalomma anatolicum excavatum, concluindo que
o produto comercial Neem Azal F apresentou efeito significante no controle
usando concentracdes economicas de 1,6 e 3,2%.

Radhika et al. (2018) avaliaram monocrotofos e neem combinados
em proporcdes de 10% (10: 90), 20% (20: 80), 30% (30: 70), 40% (40: 60) e
50% (50: 50) em condicbes de laboratério para determinar a eficacia das
propriedades pesticida, repelente, atrativo, estimulante de consumo,
desenvolvimento e reproducdo, observando um efeito sinergista do o6leo de
neem associado ao monocrotofés no controle de Spodoptera litura. A técnica
de Malian emprega extracdo aquosa empirica de sementes de neem provendo
preparacdes inseticidas com cerca de 200 mg L* azadiractina A, e ensaios
realizados com cigarrinhas Macrosteles quadripunctulatus e mariposa S.
littoralis mostraram que o extrato de neem foi tdo efetivo quanto o produto
comercial a base de azadiractina A (Boursier et al., 2011). Merece destaque a
escassez de ensaios sobre controle de carrapatos utilizando 6leo essencial de
laranja. Dentre 0s poucos artigos encontrados na literatura, Chungsamarrnyart
& Jansawan (1996) ao testarem 6leo de casca de Citrus sinensis diluido em
etanol 95% nas proporgdes 1:5, 1:10 e 1:15 (V/V) no bioensaio da imerséo de
fémeas ingurgitadas verificaram alta atividade larvicida na diluicdo 1:10.
Vinturelle et al. (2017) testaram o Oleo de limdo contra o carrapato de boi
Rhipicephalus microplus contendo limoneno (50,3%), S-pineno (14,4%) e y-
terpineno (11,7%) como 0s principais componentes; a atividade acaricida foi
avaliada nas concentragdes de 2,5, 5,0 e 10,0% (v / v) em teste de imerséo por
um minuto de fémeas ingurgitadas, obtendo CL90 dos 6leos de C. limonum de
4,9%. Armugan et al. (2016) testaram extratos obtidos das cascas de C.
sinensis a 50%, 75% e 95% de concentracdo e obtiveram mortalidades de 95%

a 98% (P< 0,05) em carrapatos de caes Rhipicephalus sanguineus, o que

42



o b~ WN

© 00 N O

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23
24

25
26

27
28
29
30

31
32

33

permite por analogia associar sua possivel eficacia para o carrapato do boi

Rhipicephalus microplus

5. Conclusodes

Os resultados obtidos no presente estudo mostram relevante
eficacia dos 6leos de neem e laranja a 22,5% e 15%, respectivamente na forma
de concentrados emulsionaveis no controle de larvas de Rhipicephalus
microplus em ensaios laboratoriais e no controle de carrapatos a campo em
bovinos naturalmente infestados. Como o controle de carrapatos é baseado em
técnicas de manejo apropriadas, o uso de acaricidas botanicos de forma
isolada ou associado a outras formas de controle mostram-se como uma
promissora ferramenta ao bem-estar animal e alternativa viavel técnica,
econdbmica e ambientalmente para se evitar mecanismos naturais de selecdo
de carrapatos resistentes aos produtos, a0 mesmo tempo em que mitiga
intoxicagbes, contaminagbes cruzadas e danos ambientais. Estudos
complementares relacionados a toxicologia, seguranca e eficacia alimentar
devem ser realizados a fim de refletir a melhor pratica para consumo de
subprodutos bovinos.

Ha ainda a necessidade de estender o experimento a diferentes
racas e regioes antes da indicacdo do uso de acaricidas botanicos no rebanho

bovino como alternativa de controle do carrapato Rhipicephalus microplus.
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CAPITULO 4

Comparative impact of coumaphos, amitraz and plant extract of Ageratum

conyzoides on the oogenesis of Rhipicephalus microplus.
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CAPITULO 5

TESTE IN VITRO SOBRE O CONTROLE DE LARVAS DO CARRAPATO DO
CAO Rhipicephalus sanguineus sensu lato SUBMETIDAS AO ESPINOSADE E
INDOXACARBE

(IN VITRO TEST ON THE CONTROL OF Rhipicephalus sanguineus DOG
TICK LARVAE SUBMITTED TO SPINOSAD AND INDOXACARB)

SOUZA, Francinea Alves Fonseca'?.; SILVA, Bianca Moreiral.; WEBER, Saulo
Henrique?.; BECHARA, Gervasio Henrique?.

1.Dexter Latina Industria e Comercio de Produtos Quimicos, Sdo José dos
Pinhais-PR, Brasil.

2.Escola de Ciéncias da Vida, Programa de Pd6s-graduacao em Ciéncia Animal,
Pontificia Universidade Catodlica do Parana-PUCPR, Curitiba-PR, Brasil.

RESUMO

O carrapato do céo, Rhipicephalus sanguineus, € um ectoparasita hemato6fago
obrigatorio pertencente ao filo Artropopoda, classe Aracnida, familia Ixodidae e
subfamilia Rhipicephalinae. De distribuicdo cosmopolita, € a espécie de
carrapato mais comumente encontrada em caes domésticos, sendo vetores de
Babesia canis, Ehrlichia canis, Hepatozoon canis e Rickettsia rickettsii, dentre
outros biopatdgenos. Atualmente, os carrapatos tém sido controlados por
acaricidas quimicos e, em menor escala por meio de produtos botéanicos,
biolégicos e vacinas. Neste estudo avaliou-se de forma comparativa pelo teste
do pacote de larvas (TPL), a eficacia entre quatro concentracdes do ingrediente
ativo (i.a.) de espinosade (20, 40, 80 e 120 ug i.a.) e indoxacarbe (70, 140, 280,
420 ug i.a.) no controle do carrapato do cdo R. sanguineus sensu lato. A
mortalidade larval induzida pelo espinosade foi significativamente maior do que
a do Indoxacarbe nas concentragfes a partir de 40,0 ug i.a., todavia este ultimo
necessita ser testado a fim de verificar se ha eficacia acima de 90% em
concentragcbes mais elevadas.

Palavras-chave: Pacote de larvas; controle de carrapato; acaricida quimico
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ABSTRACT

The brown dog tick Rhipicephalus sanguineus is a mandatory hematophagous
ectoparasite belonging to the phylum Artropopoda, class Aracnida, family
Ixodidae and subfamily Rhipicephalinae. Of cosmopolitan distribution, it is the
tick species most found in urban dogs, being vectors of Babesia canis, Ehrlichia
canis, Hepatozoon canis and Rickettsia rickettsii, among other biopathogens.
Currently, ticks have been controlled by chemical mites and, to a lesser extent,
by botanical, biological and vaccine products. Recently, we compared the larval
pack test (LPT) comparatively, the effectiveness between four concentrations of
the active ingredient (a.i.) of spinosad (20, 40, 80 and 120 ug a.i.) and
indoxacarb (70, 140, 280, 420 ug a.i.) in the control of the tick of the dog R.
sanguineus. Larval mortality induced by spinosad was significantly higher than
that of Indoxacarb at concentrations above 40.0 ug a.i., however the latter
needs to be tested at higher concentrations to achieve efficacy above 90%.

Key words: Larval packet test, tick control, chemical acaricide

1. INTRODUCAO

Atualmente existem mais de 900 espécies de carrapatos
descritas. Taxonomicamente, os carrapatos pertencem ao Filo Artropoda,
classe Aracnida, subclasse Acarina, ordem Parasitiforme e subordem Ixodida,
gue esta dividida em trés familias: Argasidae (carrapatos de carapaca mole)
com 177 espécies distribuidas nas subfamilias Argasinae e Ornithodorinae,
Ixodidae (carrapatos de carapaca dura) com 692 espécies, e por ultimo a
familia Nuttalliellidae, representada somente por uma espécie e sem interesse
sanitario (Figura 1). Os carrapatos representam o segundo grupo mais
importante de vetores de patdgenos dentro do filo Artrépoda, ficando atras
somente dos mosquitos (familia Culicidae) na transmissdo de doencas ao
homem e outros animais. Carrapatos sao parasitas obrigatorios e tem o0 sangue
de vertebrados como sua uUnica fonte de alimento. Exceto pelo carrapato
marrom do cdo (Rhipicephalus sanguineus), estes ectoparasitas infestam uma
grande variedade de hospedeiros, logo, além do R. sanguineus, uma grande

variedade de espécies de carrapatos podem infestar os cdes, como por
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exemplo os pertencentes aos géneros Dermacentor sp e Ixodes sp. De
importancia zoonotica consideravel, os carrapatos sao vetores de diversas
doencas infecciosas, como a febre maculosa (Rickettsia rickettsii), doenca de
Lyme (Borrelia burgdorferi), erliquiose canina (Ehrlichia canis), anaplasmose
canina (Anaplasma platys), babesiose (Babesia canis), hemoplasmose canina

(Mycoplasma haemocanis) e hepatozoonose (Hepatozoon canis).

Phylum Arthropoda
Clase Arachnida
Subclase Acari
Orden Parasitiforme
Suborden Ixodida

Familia Subfamilia Género
Argasmae Argas
Argasidae Omithodoros
Ormithodornae ‘ Otobius
‘ Antricola
Nothoaspis
Nuttallielhdae Nuttalfielia
Postriata Ixodinae _ Ixodes
Ixodidae Amblyomminae | Aponoma
|  Amblyoma
Haemaphysainae Haemaphysalis
Metastnata
Hyalomminae Hyalomma
Cosmiomma
Dermacentor
Rhipicentor
Rhipicephalinae | Anomalohimalaya
Nosoma
‘ Rhupicephalus / Boophilus
Margoropus

Morfologicamente, machos e fémeas de R. sanguineus medem de
3 a5 mm em jejum e apresentam o idiossoma marrom escuro e escudo sem
ornamentacdo, em ambos 0S sexos 0s espinhos das coxas sdo similares,
exceto o da coxa IV do macho que é maior; a base dorsal do idiossoma é
hexagonal e tanto os palpos como o hipostdmio sdo curtos, e apresentam
denticdo 3/3. Rhipicephalus microplus € um carrapato monoxeno e tem 0s
bovinos como principal hospedeiro, pode parasitar outros animais compartilhem
0 ambiente como equinos e ovinos (Garcia et al., 2019). Ainda com relag&o aos
bovinos, os animais de racgas taurinas (Bos taurus) e seus cruzamentos sao 0s

mais afetados por essa espécie de carrapato (Verissimo et al., 1997).
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Figura 2. Grau de infestagdo de R. sanguineus em pavilhdo auricular de cdo
(Szabo e Bechara, 1991 - UNESP Jaboticabal)

Em areas rurais, diferentes espécies do género Amblyomma
infestam cées que tém acesso a areas de matas e florestas. Na regido
Sudeste, as espécies de Amblyomma mais frequentemente encontradas em
cdes sdo A. aureolatum, A. ovale e A. cajennense®. Na regido Sul destacam-se
as espécies A. tigrinum e A. aureolatum, embora pelo menos outras quatro
espécies de Amblyomma ja tenham sido relatadas em cées (Freire, 1972). Na
regido Norte, a espécie A. oblongoguttatum foi relatada como a de maior
ocorréncia, seguida por A. ovale e A. cajennense.

Dentro do género Rhipicephalus, a espécie Rhipicephalus
sanguineus, conhecida como carrapato marrom ou vermelho (Figura 4), é a
mais comumente encontrada em cédes domésticos. A fémea pode ovipor de
1500 a 4000 ovos (Figura 3) e € o principal responsavel pela transmisséao da
bactéria Ehrlichia canis, agente etioldgico da erliquiose monocitica canina e de
protozoarios do género Babesia, agentes etioldgicos da babesiose canina. Em
humanos, o parasitismo por R. sanguineus foi descrito pela primeira vez no
Brasil por Dantas-Torres et al. (2006), relatando que apenas carrapatos
machos adultos parasitavam o homem. Apesar do parasitismo por R.
sanguineus ser encontrado em cé@es em todo o Brasil, este tipo de achado
afirma o comportamento alimentar plurivalente e a possibilidade de parasitismo

humano por esta espécie de carrapato neste pais.
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Figura 3. Oviposicdo de Rhipicephalus sanguineus. a: Femeas ovipondo em
condi¢cdes de laboratério (temperatura 26 ° C, umidade relativa, 80%). b:
Detalhe da imagem anterior, mostrando os ovos recém-postos. Dantas-Torres,
2010.

Figura 4. Estagios imaturos e adultos de Rhipicephalus sanguineus. A: larva
(meio de Hoyer; bar = 400 uym). B: ninfa (meio de Hoyer; bar = 0,5 mm). C:
fémea (bar = 1 mm). D: macho (bar = 1 mm). Dantas-Torres, 2010.

Além do impacto causado nos cées pela babesiose e erliquiose,
as infeccbes zoonodticas como doenca de Lyme (Borrelia burgdorferi), a
anaplasmose granulocitica (HGA) (Anaplasma phagocytophilum), transmitida
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por Ixodes spp., febre maculosa brasileira (Rickettsia rickettsii), transmitida por
parasitos no género Amblyomma, devem ser monitoradas, mapeadas e
controladas por meios profilaticos, curativos e pelo manejo integrado,

guebrando-se o ciclo parasito-hospedeiro.

1.1 ERLIQUIOSE

Erliquiose canina € uma doenca causada por infeccdo de células
mononucleares e foi diagnosticada pela primeira vez no Brasil em Belo
Horizonte - MG. O agente etioldgico da doenca € a riquétsia (Ehrlichia spp), um
parasita intracelular obrigatério de células hematopoiéticas maduras ou
imaturas, especialmente do sistema fagocitario mononuclear, transmitido por
carrapatos. Ehrlichia equi, E. risticii, E. platis E. ewingii, E. minasensise E. canis
sdo as espécies que naturalmente infectam cées, sendo E. canis o agente
causador do quadro clinico mais severo. A infeccdo é do tipo transestadial
devido a caracteristica trioxena dos carrapatos que pode ocorrer em todos 0s
estagios evolutivos, seja ele uma larva, ninfa ou adulto. Entretanto, ndo ocorre
transmissao transovariana, embora ja tenha sido encontrado E. canis em
ovarios de R. sanguineus. A doenca apresenta trés fases: aguda, subclinica e
cronica. A fase aguda se inicia de uma a trés semanas apés a infeccédo e
perdura por duas a quatro semanas. Na fase aguda as riquétsias se replicam
nos leucdcitos e sdo disseminadas pelo fluxo sanguineo acometendo baco,
figado e linfonodos, com os sinais clinico de febre anorexia, depressao,
linfadenopatia e trombocitopenia. Nesta fase 0s exames bioquimicos
demonstram hiperbilirrubinemia, principalmente por betaglobulinemia, aumento
das enzimas alaninaminotransferase, fosfatase alcalina e das bilirrubinas,
decorrentes do comprometimento hepatico. A fase subclinica ocorre de seis a
nove semanas e, caes imunocompetentes podem eliminar os parasitas pelo
sistema imune, outros cdes no entanto, podem permanecer com a doencga por
anos, parecendo saudaveis devido aos sinais mais brandos da doencga e assim
evoluindo para a fase cronica com maior suscetibilidade as infecgbes
secundérias. Essa fase assume as caracteristicas de uma doenga auto imune,

sendo como principal caracteristica a instalacdo de hipoplasia de medula

62



© 00 N OO O &~ W N P

W W W wWwNRNNRNDNNNDNNNRNNDNDRERRERR B RB B B
W N P O © 0 N o 00 WNRPRO © 0N O 0 DM WN R O

0ssea, resultando em anemia aplasica, uma doenca severa e que se nhao

tratada pode levar o animal a morte.

1.2 BABESIOSE

A Babesiose € uma doenca parasitaria provocada pelo
desenvolvimento de hematozodarios do género Babesia, destacando-se a
Babesia canis e Babesia gibsoni, que sdo as duas espécies infectantes em
cées envolvidas em casos diagnosticados no Brasil. Assim como na erliquiose,
a transmisséo ocorre durante a fixacdo e alimentac&o de carrapatos Ixodideos
do género Rhipicephalus quando o sangue contendo esporozoitos € inoculado
nos cdes domésticos e, em decorréncia da reproducdo dos protozoarios no
interior das hemacias ocorre a ruptura destas células. O rompimento das
hemacias parasitadas causa anemia pela perda de hemoglobina levando ao
quadro de hemoglobinudria e bilirrubinemia. A fracdo indireta da bilirrubina, em
grande quantidade gera uma hepatoesplenomegalia pela sobrecarga do figado,
causando ictericia, congestdo hepética e esplénica. Clinicamente séao
observados quadros agudos com anorexia, apatia, diarreia, pneumonia, febre,
hemoglobinuria, anemia branda a grave e ictericia, sendo que esta ultima nem
sempre esta presente, com curso de 3 a 10 dias. A evolucédo da doenca pode
causar a morte ou a lenta recuperagao, que pode levar mais de um més. Em
alguns casos, pode haver o aparecimento de sintomas neurolégicos, com
extrema apatia ou agressividade, paralisia, desequilibrio e ataxia. Em casos de
infecgbes concomitantes de B. canis e E. canis, o cdo demonstra severa
anemia normocitica normocrémica, decorrentes da destruicdo de eritrécitos
maduros e pelo impedimento da eritropoiese, desenvolvendo quadro grave com

Obitos, sobretudo em cées mais jovens.

1.3 CONTROLE DE CARRAPATOS

Os carrapatos podem permanecer em jejum VArios meses,
apresentam condi¢des de sobrevivéncia em todas as estacdes do ano, podem

entrar em diapausa em climas mais extremos e, em periodos de escassez de
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alimento, podem permanecer em jejum por Varios meses e ha inimigos naturais
porém nao sdo em quantidade suficiente para um adequado controle
populacional natural, fazendo com que seu controle natural seja dificil; estes
fatores favorecem a infestagéo e justificam o controle por interven¢cdo humana.
Feromébnios, iscas atrativas, vacinas, controle biolégico feito por fungos
entomopatogenicos e compostos botanicos entre outros, vem sendo testados,
mas o controle de carrapatos em cées é basicamente quimico, pelo uso de
farmacos sintéticos (ecto e endectoparasiticidas) originarios de diferentes
grupos quimicos e basicamente possuem ag¢ao intoxicante sobre os carrapatos.
Podem ser empregados isoladamente ou em associacfes de moléculas do
mesmo grupo quimico ou de grupos quimicos diferentes. A associacdo entre
moléculas permite potencializar, estender o tempo de a¢do ou causar
sinergismo para prover um controle mais duradouro e efetivo dos parasitos,
levando em consideracdo a toxicidade dos farmacos para o0s animais,
diferentes formas de absorcdo (t6pica ou sistémica) e mecanismos de acédo
sobre os carrapatos. Ndo obstante sua eficacia, acdo residual e facilidade de
aplicacéo, farmacos sintéticos podem apresentar efeitos colaterais como
comprometimentos hepaticos, dermatologicos e até nervosos decorrentes de
intoxicacbes, entre outros. Além disso, 0 uso excessivo ou prolongado de
certos farmacos pode levar a tolerancia e a resisténcia cruzada ou adquirida.

A eficacia do controle quimico de carrapatos engloba uma série
de acBes que vao além da aplicacao do ectoparasiticida. Logo que se evidencia
a presenca dos parasitos no ambiente ou no animal deve-se iniciar uma série
de atividades para contencdo dos carrapatos tanto no ambiente quanto nos
animais. Estas medidas devem ser expressas na forma de protocolo pelo
meédico veterinario e ter rapida e real adesao pelo proprietario ao protocolo de
tratamento recomendado, inclusive protocolos de monitoramento, tratamentos
preventivos e profilaticos. Neste capitulo serdo levados em consideracao as
moléculas em uso e ndo serdo abordados compostos como organoclorados,
carbamatos e fosforados devido a supressao de seu uso.

Um efetivo controle quimico deve levar em consideracao a via de
administracdo, dosagem e farmacocinética do farmaco além de grau de

infestacdo, condi¢des fisioldgicas e morbidas dos animais, racga, idade, peso,
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pelagem, entre outros. Quanto a forma farmacéutica, os farmacos podem ser
disponibilizados como shampoo, lo¢des, cremes, talcos, comprimidos, solucdes
de aplicacdo cutanea direta, injecdes, coleiras, sprays, entre outros.

A seguir sdo descritos 0s principais acaricidas sintéticos em uso

no controle de 4caros na agropecuaria nacional.

1.3.1 Amitraz

Composto utilizado desde o final dos anos 60, tem acao
octopaminérgica que é semelhante a acdo adrenérgica em mamiferos ao
causar estimulacdo de monoamina oxidase e da proteina G pela ligacdo aos
receptores de octopamina, induzindo a sintese de cAMP e cGMP com

alteracéo da fisiologia intracelular.

1.3.2 Piretréides e permetrinas

Compostos sintéticos obtidos a partir de piretrinas, sao
amplamente utilizados em varias formulacées e em combina¢Bes com outras
substancias por possuirem efeito "Knockdown" promovendo queda rapida dos
parasitas que passam por estados de hiper excitacdo inicial, desorientacéo e
repeléncia, que pode ser seguida por morte. Todavia, caso a dosagem nao seja
suficiente os estagios de paralisia e repeléncia cessam e a reinfestacao é
iminente. Permetrinas tem acdo de contato e ingestdo, ou seja, podem ser
aplicadas diretamente sobre os insetos ou podem ser ingeridas quando se
alimentam do sangue do hospedeiro. Por acao lipofilica sdo distribuidas ao
longo do sistema nervoso do inseto causando alteracdes na voltagem dos
canais de sddio e potassio e desarranjo i6nico levando as alteracbes nervosas
que podem ser de inquietacdo, hiper excitacdo e parada respiratéria com

consequente morte.

1.3.3 Neonicotindides ou cloronicotinil guanidinas

Representados por imidacloprido, nitenpirao e dinotefurano, agem
como agonistas de substancias nicotinicas pdés-sinapticas receptores de
acetilcolina, principalmente em neurbnios motores, induzindo despolarizacdo

da membrana nervosa, causando espasmos e paralisia dos insetos. Esta acéo

65



© 00 N OO O &~ W N P

W W W wWwNRNNRNDNNNDNNNRNNDNDRERRERR B RB B B
W N P O © 0 N o 00 WNRPRO © 0N O 0 DM WN R O

receptora especifica em insetos explica sua seguranca para mamiferos.
Possuem efeito residual de cerca de um més e menor espectro de acdo que
podem ser ampliados pela associacdo a moxidectina, ivermectina, permetrina e
piriproxifeno.

1.3.4 Fenilpirazois (fipronil e piriprol)

Moléculas lipofilicas e fotoestaveis introduzidas e amplamente
utilizadas na medicina veterinaria a partir da década de 1990 na forma de um
spray de éalcool para uso em cées e gatos, agem pela ligacdo aos receptores
GABA e glutamato, inibindo a abertura dos canais de ions cloro, com
consequente  hiperatividade  neuronal. GABA e glutamato sé&o
neurotransmissores que exercem um efeito inibitério sobre a atividade
muscular em insetos e &caros. Assim como 0S heonicotenoides possuem
especificidade para artropodes resultando em uma boa margem de seguranca

para 0s animais tratados, cuidadores e aplicadores.

1.3.5 Semicarbazona (metaflumizona)

Age por contato, possivelmente através de reacdes de redox, seja
através de interagcbes com o ADN e da inibicdo da sintese do ADN, atuando
como antagonista dos canais de Na*, blogueando a entrada deste ion e
resultando em inibicdo da atividade nervosa com paralisia e morte dos insetos,

similarmente aos piretroides. Em formulacbes para cdes é associado ao

amitraz para aumentar o espectro de acdo em pulgas e carrapatos.

1.3.6 Lactonas macrociclicas (avermectinas, milbemicinas)

Inicialmente utilizadas como ectoparasiticidas em gado em
meados de 1980, sdo drogas antiparasitarias endectocidas com acado sobre
nematoides internos, artrépodes e acaros. Sao obtidas pela fermentacdo da
bactéria Streptomyces actinomycete e possuem acdo mimetizadora do GABA
para ligagdo nos canais de cloro dependentes de glutamato, afetando
principalmente os ganglios nervosos faringicos nos nematoides, levando a
interrupcdo da alimentagdo e morte dos insetos por inanigdo. Possuem ainda

acado subletal em fémeas por interrupcdo da oviposicao.
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1.3.7 Lactonas macrociclicas do grupo espinosina
(espinosade e espinetoram)

Compostos obtidos pela fermentacdo aerdbica do actinomiceto
Saccharopolyspora spinosa e pela extracao extracelular das espinosinas A e D
principalmente, embora muitos outros compostos sao derivados dessa
fermentacdo. Agem pela ligacdo e estimulacdo dos receptores nicotinicos de
acetilcolina levando ao estimulo neuronal pdés-sinaptico. A apresentacéo
farmacoldgica comercialmente disponivel para espinosade é na forma de
comprimidos palataveis em cdes com acdo pulicida iniciada cerca de 30

minutos apos a ingestao e com atividade maxima dentro de 4 horas.

1.3.8 Oxadiazinas (Indoxacarbe)

Considerados como inseticidas de 5% geragdo, atuam
principalmente através da ingestdo pelos insetos, com ag¢do no seu trato
gastrointestinal onde necessita ser bioativado para causar bloqueio nos canais
de Na® com inibicdo da atividade nervosa, paralisia e morte dos insetos.
Comercialmente, estdo disponiveis formulacdes para controle de pulgas em
cdes e gatos na forma de spot-ons, e a associacdo do indoxacarbe a

permetrina foi feita no intuito de eliminar carrapatos.

1.3.9 Closantel e nitroxinil

Compostos que ndo possuem acao no sistema nervoso, agem por
inibicdo da fosforilacdo oxidativa. Utilizados como anti-helminticos,
especialmente nematddeos gastrointestinais e podem ser eficazes contra
artropodes hematéfagos. O butdéxido de piperonil, um inibidor da oxidase,
utilizado como sinergista para piretroides encontrados em algumas formulaces

inseticidas / acaricidas, € pouco empregado em farmacos de uso veterinario.

1.3.10 Isoxazolinas

Classe mais recente de medicamentos, oferece efeito sistémico e
prolongado, promovendo espectro amplo de eficicia para diversos géneros e
espécies de artropodes. Atualmente, existem trés farmacos com aprovacgao

para uso em caes: fluralaner, afoxolaner e sarolaner.
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2. RELATO DE EXPERIENCIA

Recentemente, avaliamos de forma comparativa pelo teste do
pacote de larvas (TPL), a eficacia entre quatro concentra¢des do ingrediente
ativo (i.a.) de espinosade (20, 40, 80 e 120 pg i.a.) e indoxacarbe (70, 140, 280,
420 ug i.a.) no controle do carrapato do cdo R. sanguineus. Larvas
provenientes da colbonia de carrapatos mantidas na Universidade Federal de
Uberlandia-MG foram utilizadas duas semanas apos sua eclosdo de massas de
ovos. A mortalidade média foi comparada pelo teste de Tukey e os resultados
expressos na media percentual de mortalidade larval foram os seguintes:
espinosade 20,0 ug i.a. (86%), 40,0 yg i.a. (96%), 80,0 pgi.a. (99%) e 120,0 ug
i.a. (100%); Indoxacarbe 70,0 ug i.a. (61%), 140,0 pg i.a. (68%), 280,0 ug i.a.
(67%) e 420,0 pgi.a. (87%). A mortalidade larval induzida pelo espinosade foi
significativamente maior (p<0,05) do que a do Indoxacarbe. Pode-se concluir
gue o espinosade apresentou eficacia nas concentragdes a partir de 40,0 ug
l.a., N0 entanto, o Indoxacarbe deve ser testado em concentracbes mais altas

para alcancar eficacia acima de 90%.

3. CONSIDERACOES FINAIS

O médico veterinario tem disponivel uma serie de moléculas com
acao sobre os carrapatos, permitindo eleger farmacos com diferentes modos
de acao, formas farmacéuticas, vias de administracdo e biodisponibilidades.
Além disso, os compostos carrapaticidas sintéticos tém efeito inicial rapido e, a
associacdo entre moléculas, tempo de uso, vazio sanitario e tratamento no
ambiente, permitem estender o prazo de inocuidade carrapaticida nos caes por
meses e em casos urbanos até o controle permanente da infestacao.
Protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas podem ainda incorporar vacinas,
medicamentos, promotores de crescimento e suplementos alimentares para
mitigar danos causados por doencas transmitidas por carrapatos (DTCs) em
animais e humanos, que associados as novas tecnologias disponiveis em

controle e diagndsticos garantem a assertividade do tratamento.
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CAPITULO 6

CONSIDERACOES FINAIS

O uso dos carrapaticidas sintéticos a campo sdo amplamente
utilizados e seus efeitos adversos conhecidos por induzir a resisténcia aos
acaros, presenca de residuos em carne e leite, acdo toxica aos animais e
aplicadores, danos ambientais por contaminacdo em solo e cursos d'agua, bem
como acdo em organismos nao-alvo. Os extratos de plantas ou fitoquimicos
sdo uma alternativa ao uso dos acaricidas sintéticos, sendo uma alternativa
plausivel devido sua constituicAio com presenca de moléculas bioativas
potencialmente téxicas para os carrapatos além de serem mais rapidamente
biodegradados e em metabdlitos n&o toxicos e apresentarem baixa toxicidade a
mamiferos.

Os extratos obtidos a partir de sementes de neem em diferentes
solventes apresentaram eficacia e se mostraram promissores para o controle
R. microplus, inclusive com formulagBes comerciais ja disponiveis em paises
como a India. Em contrapartida, extratos obtidos a partir de cascas de laranja
(Citrus sinensis) ainda ndo sdo numerosos, bem estabelecidos e especificos
para controle de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, como o0s ensaios feitos
com neem. Os extratos relatados na grande maioria dos testes disponiveis séo
obtidos em pequenas quantidades e através de diferentes técnicas de
extracdo, diluicdo e solvéncia, o que dificulta a linearidade comparativa e
repetibilidade efetiva dos resultados in vitro.

A presente tese mostra resultados da acdo dos produtos
botanicos adquiridos comercialmente e formulados a partir de 6leos de neem e
laranja em concentracdes comercialmente viaveis e passiveis de diluicdo em
dgua em dosagens que atingiram as concentracfes letais de 95% de
mortalidade de larvas em laboratério e queda de 95% em 29 e 31 horas para
Oleos de neem e laranja, respectivamente quando pulverizados a campo em
gado da raca Red Angus naturalmente infestado com carrapatos Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Aléem disso, observou-se que nao houve reinfestacdo do

gado pelo periodo de 7 dias apoés a aplicacao.
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O controle de carrapatos a campo € um desafio aos médicos veterinarios,
tecnicos, produtores e demais agentes envolvidos no manejo. O tratamento &
na maioria das vezes curativo devido a dificuldade na imunizacéo do rebanho e
0 problema sanitario iminente a infestagéo, por isso 0 uso racional, estratégico
e eficaz de acaricidas em praticas de manejo sdo fundamentais e deve-se levar
em conta os possiveis danos destas praticas aos aplicadores, meio ambiente e
desenvolvimento de resistencia, neste cenario os 6leos de neem e laranja
apresentam-se como ferramentas promissoras no uso, rotatividade, associagéo
ou substituicdo de moléculas sintéticas. Extrapolacbes e estudos em outras
racas, regioes e épocas do ano sdo essenciais para tracar o perfil de eficacia e
toxicolégico dos Oleos de neem e laranja, bem como para consolidar a dose

utilizada.

74



© 00 N OO O &~ W N P

e
N B O

s
AW

W W W W W N N N DN N DD DN DN DNNMNDN P PP
A WO N P O © 0 N O O A W N P O O 0N O O

REFERENCIAS

Abdel-Shafy, S.; El-Khateeb, R. M.; Soliman, M. M.; Abdel-Aziz M.M. The
efficacy of some wild medicinal of plant extract of neem seed oil (Azadirachta
indica) on egg, immature, and adult stages of Hyalomma anatolicum excavatum
(Ixodoidea: Ixodidae). Veterinary Parasitology, v. 30, n. 106, p. 89-96, 2002. PII:
S0304-4017(02)00023-7

Andreotti R, Garcia MV, Cunha RC, Barros JC. Protective action of Tagetes
minuta (Asteraceae) essential oil in the control of Rhipicephalus microplus
(Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) in a cattle pen trial. Veterinary Parasitology
197 (2013) 341- 345

Armugan V, Sundraraj YA, Saled |. The effect of Citrus sinensis peel extract
against Rhipicephalus sanguineus (Dog tick). Malays. Appl. Biol. (2016) 45(2):
119-123.

Bala AY, Bunza MDA, Abdullahi K. In vitro toxicity effect of Citrus
sinensis (Orange) peel extract on two common tick species of cattle in Sokoto.
Nigerian Journal of Parasitology, Vol. 32 [1] March 2011, pp. 87-91.

Benelli, G., Pavela, R., Canale, A., Mehlhorn, H., 2016. Tick repellents and
acaricides of botanical origin: a green roadmap to control tick-borne diseases?
Parasitol. Res. 115, 2545-2560. DOI 10.1007/s00436-016-5095-1.

Boursier CM, Bosco D, Coulibaly A, Negre M. Are traditional neem extract
preparations as efficient as a commercial formulation of azadirachtin A? Crop
Protection 30 (2011) 318e322. doi: 10.1016/j.cropro.2010.11.022.

Chungsamarrnyart N, Jansawan W. Acaricidal activity of Peel Oil of Citrus spp
on Boophilus microplus. Kanetsar J (Nat. Sci.) 30:112 — 177 (1996).

Costa-Junior LM, Miller RJ, Alves PB, Blank AF, Li AY, Pérez de Ledn AA.
Acaricidal efficacies of Lippia gracilis essential oil and its phytochemicals
75



© 00 N OO O &~ W N P

W W W N N N DN DN DD DN DD DNNMNDNN P PP PP PP RP PP
N P O © 0 N OO0 O A W N P O O O N O O b O N —» O

against organophosphate-resistant and susceptible strains of Rhipicephalus
(Boophilus)  microplus. Veterinary Parasitology 228 (2016) 60-64
http://dx.doi.org/10.1016/.vetpar.2016.05.028.

Giglioti R, Forim MR, Oliveira HN, Chagas ACS, Ferrezini J, Brito LG, Falcoski
TORS, Albuquerque LG, Oliveira MCS. In vitro acaricidal activity of neem
(Azadirachta indica) seed extracts with known azadirachtin concentrations
against Rhipicephalus microplus. Veterinary Parasitology 181 (2011) 309— 315.
doi: 10.1016/j.vetpar.2011.03.053

Habeeb SM, Abdel-Shafy S e Youssef AEA. Light, Scanning Electron
Microscopy and SDS-PAGE Studies on the Effect of the Essential Oil, Citrus
sinensis Var. balady on the Embryonic Development of Camel Tick Hyalomma
dromedarii (Koch, 1818) (Acari: Ixodidae). Pakistan Journal of Biological
Sciences. Volume 10 (8): 1151-1160, 2007. DOI: 10.3923/pjbs.2007.1151.1160

Jonsson, N. N.; Piper, E. K. Integrated Control Programs for Ticks on Cattle.
UQ Printery Australia, p. 135-136, 2007.

Kumar P, Mishra S, Malik A & Satya S. Insecticidal Evaluation of essential oils
of Citrus sinensis L. (Myrtales:Myrtaceae) against housefly, Musca domestica L.
(Diptera: Muscidae). Parasitology Research. Volume 110, 1929-1936(2012).

Kumar AGK, Sharma AK, Kumar S, Ray DD, Rawat AKS, Srivastava S, Ghosh
S. Comparative in vitro anti-tick efficacy of commercially available products and
newly developed phyto-formulations against field collected and resistant tick
lines of Rhipicephalus (Boophilus) microplus. J Parasit Dis (Oct-DCE 2016)
40(4):1590-1596 doi 10.1007/s12639-015-0736-3

Kumar AKG, Fulara A, Chigurea G., Sharmaa A K, Nagara G, Souza FF,

Bechara GH, Ghosh S. Comparative impact of coumaphos, amitraz and plant

extract of Ageratum conyzoides on the oogenesis of Rhipicephalus microplus.

76



© 00 N OO O &~ W N P

W W W W NN N DN DN NN DM DNDNDNDDMDN P PP PR PR PR
wWw N PO © 00N OO O A W N P O O OO N O O b WO NN O

Ticks and Tick-borne Diseases 10 (2019) 1085-1095.
https://doi.org/10.1016/j.ttbdis.2019.06.003

Landau, S.Y., Provenza, F.D., Gardner, D.R., Pfister, J.A., Knoppel, E.L,,
Peterson, C., Kababya, D., Needham, G.R., Villalba, J.J., 2009. Neemtree
(Azadirachta indica Juss.) extract as a feed additive against the American dog
tick (Dermacentor variabilis) in sheep (Ovis aries). Vet. Parasitol. 165, 311-317.
LIU, Y.; CHEN, G. S.; CHEN, Y.; LIN, J. Inclusion complexes of azadirachtin
with native and methylated cyclodextrins: solubilization and binding ability.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 13, n. 12, p. 4037-42, 2005.

Manuel JJ, Favela-Hernandez, Gonzélez-Santiago O, Ramirez-Cabrera MA,
Esquivel-Ferrino PC e Camacho-Corona MR. Chemistry and Pharmacology of
Citrus sinensis. Molecules 2016, 21, 247; doi:10.3390/molecules21020247

Matos AC; Ribeiro CM; Scarminio IS; Afonso S; Vidotto O. Phytochemical
analysis and acaricidal activity of Aloe arborescens Mill. extracts against
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v.
38, n. 5 p. 3113-3122, set./out. 2017. doi: 10.5433/1679-
0359.2017v38n5p3113

Pazinato R, Volpato A, Baldissera MD, Santos RCV, Baretta D, Vaucher RA,
Giongo JL, Boligon AA, Stefani LM, Silva AS. In vitro effect of seven essential
oils on the reproduction of the cattle tick Rhipicephalus microplus. Journal of
Adv. Research (2016)7, 1029-1034 http://dx.doi.org/10.1016/j.jare.2016.05.003

Pereira Junior AM, Camargo-Mathias MI, Daemon E, Peconick A P, Lima-
Souza JR, Oliveira PR, Braga AS, Lara LJ e Remedio RN. Efficacy of carvacrol
on Rhipicephalus (Boophilus) microplus engorged female ticks (Canestrini, 1
887) (Acari: Ixodidae): effects on mortality and reproduction. Natural Product
Research Formerly Natural Product Letters ISSN: 1478-6419 (Print) 1478-6427

(Online) Journal homepage: https://www.tandfonline.com/loi/gnpl20

77



© 00 N OO O &~ W N P

e T e o
o 0 M W N P O

Santos AV, Oliveira RA, Albuquerque GR. EFEITO IN VITRO DO EXTRATO
DE NIM (Azadirachta indica) E OLEO ESSENCIAL DE CRAVO (Syzygium
aromaticum) SOBRE Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Rev. Bras. Med.
Vet., 34(2):111-115, abr/jun 2012

Singh NK, Robert J. Miller RJ, Klafke GM, Goolsby JA, Thomas DB, de Leond
AAP. In-vitro efficacy of a botanical acaricide and its ativo ingredients against
larvae of susceptible and acaricide-resistant strains of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus Canestrini (Acari: Ixodidae). Ticks and Tick-borne
Diseases 9 (2018) 201-206. http://dx.doi.org/10.1016/j.ttbdis.2017

Zaffar, H., Irshad U., Pervez A., Naqvi T. A. Mode of action, toxicity and
biodegradation of organochlorinated pesticides: A mini review. Journal of
Applied Environmental and Biological Sciences, 6(8)1-6, 2016 © 2016, Text
Road Publication ISSN: 2090-4274

78



3

ANEXO (S)

A. Parecer de aprovacao da CEUA- PUCPR

m Pontificia Universidade Catélica do Parand
fe—r Pro-Reitoria de Pesquisa ¢ Pés-Graduagio

L

P‘.}CAPH Comité de Etica em Peaquisa no Uso de Animais

Carritibg, 27 da sl e 2017
PARECER DE PROTOCOLO DE PESIUSA

REGISTRO DG PROJETC: 0111802017 - 3° vorsdo
TITLD D0 PROJETD ORIENTADGAR- .Fl'u'n'-.l.lﬂli.i-'-.l'.i' COMPARATIVG Du EFICACES "IN WITRD® DE ECTOPARASITICIDAS EM

ASSOCIACAD A REGULADORES 00 CRESCIMENTO HO CONTROLE DOS CARRAPATOE D0 CAD, RHIPMERHALLE
SANGUNENS E DO BOH, SEACICERHALLS [S00PHNUS] MCROFLUS,

FESJUISADDR RESPONSAVEL

Garddeio Henigue Bechar
EQILIPE DE PESCHASA

Claudia Tuma Pimpéa, Francines Ahoae Foncecs de Soues, Ara Lellcs Cance do Amaral, Wana Ceclia Piznaro Mores

MSTITUGAD ]
Fomifida Universidade Caldlica do Farana

EECOLA ) CURED

E=cola de Cifncias da Vida - Medicing Weterindna - FIBIC

2180 babezginuien & T2 00 Breas
[Efypicapialls sangaingous)
2 1ED lakadgicess & 7200 lras

|R|1E' Eﬁ b mmq

VIGERCIA DO PROJETD | 022017 a 03a8 QUENTIDADE DE ANIMEAIE

Rhipicenfiais SARGANATEE | W SISBIO

ESFECIELINHAGESR

FRhipioan frafs b, micraptus

13prenip sl o8 md g e

HN&o se aplica

ATIVIDADES

SExD Fémeas il iy SRR W&o sk aplica

IDADE | FESD Waridvel / 300mg $”H m.rnEmEmmuEl.,..“..mmm D | e ne apiica
npirais de Fropristinos | LOCAL IS

ORIGEM DO ANMAL 755 il ) HE s ke

O colagindo do CEUS cerlilica gue este prolocolo gue envolve a produgic, manutengio sty wilizagio de
animass periencenies ao filks Chardata, subfilo Wartebrata (excelo homem), para fns da pasquise centiica, anconira-se
da agorda com os precaies da Lal n® 11, 7843018 @ Dacrale @ 5002009, & com as normas adiladess pelo CONCEA &
tol APROVADO pala CEUA - FUCPR am reunido da 37, 04.08017. S8 houver mudanca do protocolo o pesquisador deve
anviar um relabdric 4 CEUA desoevendo de forma dara & sucinta, a parle do pralccole 8 sed modilcado & 85 SUEs
|ustifcativas, Sa & pesisa, oU paca dala for raalizeds am aulras inafluegdes, caba 50 pasquisador ndo inkcer anbes de
recebar a autanzecdo farrmal para a sua realisscla. O documenta qure aunoriza o iniclo oe posquisa oeve ser
carfmbada e assinado pelo responsdvel da instffuigdo o deve ser awatido am poder de pesqiiesde
responsdvel, podends ser mquerda & TN: H}; qualgirer fempo, Lambramos so pesguisador gue &
alrigaidne ancaminfar gualgisar 4 10 : Koy pesquisa & o relatdrio final 2 osta CELA.

E’

[ -

AlENCnSaMEeTe, I
Prof. Dr. Sérgic Lulz Recka |
Coordonador U

i
Comiessa de (ke lﬁﬂd‘l‘.ﬂﬂhﬂl'!

e
Rua Imesculnda Conesieio, 1155 Frado Vel CEF 80,21 5901 Curitiba Parand Brsil
Telefane: (413 3271-2292 waw pucpe.br

79



© 00 N O 0o b W N P

W W W W NN N N DN DN DN DD DN DNDDDN P P PP R PP PP
Ww N P O © 0 N OO O A WO N P OO OOLSNO O p W N O

B. Normas da REVISTA BRASILEIRA DE PARASITOLOGIA VETERINARIA
INSTRUCOES AOS AUTORES “BRAZILIAN JOURNAL OF VETERINARY
PARASITOLOGY” REVISTA BRASILEIRA DE PARASITOLOGIA
VETERINARIA.

APRESENTACAO

A Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria ¢ um orgao oficial de
divulgacdo do Colégio Brasileiro de Parasitologia Veterinaria (CBPV). Tem
como objetivo publicar temas relativos a Helmintos, Protozoarios, Artropodes e
Rickettsias bem como assuntos correlatos. A revista tem periodicidade
trimestral. S&o0 aceitas submissfes de manuscritos, em inglés, de
pesquisadores de qualquer pais, associados ou ndo ao CBPV. Este periddico
oferece a todos os pesquisadores acesso eletronico livre para consulta de

todos os trabalhos, desde seu primeiro volume publicado em 1992.

POLITICA EDITORIAL

Os artigos submetidos a Revista Brasileira de Parasitologia Veterinéria deverao
caracterizar-se como cientificos e originais, essencialmente sobre parasitas de
animais em geral. O(s) autor(res) devera(do) anexar uma carta,
responsabilizando-se por todo o processo de tramitacdo e originalidade do
artigo, salvo resumo(s) apresentado(s) em eventos cientificos, ndo submetidos
a publicacdo em outros periddicos. Trabalhos com numero excessivo de
autores deverao ser avaliados pelos editores cientificos assistentes, em relacéo
ao protocolo experimental. E necessaria a colaboracéo substancial de todos os
autores no planejamento do estudo, obtencdo, andlise e interpretacdo de
resultados, confeccéo do artigo e aprovacéo da verséo final submetida e aceita.
Colaboradores que nao tiveram participacao ativa em todo o processo descrito
acima poderdo ser listados na secdo de agradecimentos. Podera haver
agradecimento ao pesquisador que forneceu auxilio técnico, correcdo ou
sugestdo na escrita, ou ao chefe de departamento que proporcionou
infraestrutura para elaboracdo do trabalho. O processo de avaliagcdo do
trabalho dependera da observancia das Normas Editoriais, dos Pareceres do

Corpo Editorial e/ou do Relator ad-hoc. Nesse processo, 0 editor-chefe e os
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editores cientificos assistentes poderdo sugerir ou solicitar as modificacdes
necessarias, apesar de ser de responsabilidade dos autores os conceitos
emitidos. Os artigos submetidos serdo avaliados por, no minimo, 2 revisores
andnimos, sendo um estrangeiro, selecionados pelo editor-chefe. Em caso de
pareceres contrarios, o artigo serd enviado a um terceiro revisor. A Revista
Brasileira de Parasitologia Veterinaria atribui a seus artigos as categorias de:
Artigos Completos, Comunicacdo Breve e Artigos de Revisdo, sendo este
altimo escrito por especialistas e condicionado a solicitacdo por convite do
editor-chefe. Revis6es ndo solicitadas ndo serdo aceitas, mas o0 topico da
revisdo pode ser sugerido, previamente, ao editor-chefe ou editores cientificos

assistentes.

Submisséo de trabalhos:
O artigo a ser submetido deve passar por revisdo do inglés, pelos revisores

credenciados pela RBPV (http://rbpv.org.br/guia-do-autor). Junto ao trabalho

submetido anexar o certificado de revisao de inglés. Os pesquisadores deverao
assumir os custos da revisdo. Caso um dos coautores seja estrangeiro nativo
da lingua inglesa, este devera revisar o inglés do trabalho e enviar um oficio a
RBPV.

Taxa de publicagéo:

Apds o aceite do artigo, sera cobrada as seguintes taxas de publicacao:
R$ 500,00 (associados do CBPV em dia com as anuidades);
R$ 1000,00 (ndo-associados do CBPV). R$ 300,00 (autores estrangeiros).
Dados bancarios para depdsito:

Nome: Colégio Brasileiro de Parasitologia Veterinaria/ Revista

Banco do Brasil (001)

Agéncia: 0269-0

Conta Corrente: 28848-9

Para autores estrangeiros:
SWIFT BRASBRRJRPO
IBAN 001026900000288489
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Endereco: Via de acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n, Zona Rural. CEP:
14884-900.
Jaboticabal — SP, Brasil.

Processo de avaliagcao pelos pares

O processo de avaliacdo do trabalho dependera da observancia das Normas
Editoriais, dos Pareceres do Corpo Editorial e/ou do Relator ad-hoc. Os artigos
submetidos serdo avaliados por, no minimo, 2 revisores andénimos, sendo um
estrangeiro, selecionados pelo editor-chefe. Em caso de pareceres contrarios,
o artigo serd enviado a um terceiro revisor. O relator devera preencher o
formulario de avaliagcdo da RBPV, disponivel no sistema on-line de submissao

(http://mc04.manuscriptcentral.com/rbpv-scielo). Tendo recebido a avaliagdo de

pelo menos 2 dos revisores selecionados, o(s) autor(es) receberd (80) os
formularios de avaliacdo e possiveis correcdes feitas diretamente no texto. O
avaliador podera corrigir novamente o artigo, se necessario. Ap0s 0 aceite
pelos revisores ad-hocs, porém antes da resposta aos autores, 0 artigo passara
pela analise final de um dos Editores Cientificos Assistentes. Lembrando que, o
Editor Cientifico Assistente possui autonomia para sugerir correcées e/ou
rejeitar a publicacdo do artigo, mesmo com a aprovacdo dos relatores. Apos
diagramacao e editoracdo, os editores cientificos assistentes e a editora-chefe

da revista, fazem as correc¢des finais.

Transferéncia de direitos autorais:
Ao ser submetido, o artigo deve vir acompanhado de um oficio, em que o autor
se responsabiliza por todo o processo de tramitacdo e originalidade do

trabalho.

ETICA
Experimentos que utilizam animais deverdo ser conduzidos obedecendo as
normas aprovadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

(http://www.cobea.org.br), devendo os autores apresentarem 0 numero de

protocolo de submissdo e aprovacdo dos trabalhos em Comissdo de Etica e

Bem-Estar Animal.
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APRESENTA(;AO DOS MANUSCRITOS

Na elaboracédo do texto serdo observadas as seguintes normas: Os trabalhos
devem ser submetidos em inglés, de forma concisa, com linguagem impessoal
e com os sinais de chamadas de rodapé em nameros arabicos, lancados ao pé
da pagina em que estiver o respectivo nimero e em ordem crescente. Os
trabalhos deverdo ser apresentados em fonte “Times New Roman”, tamanho
12, com margem superior e inferior de 2,5 cm, esquerda e direita com 3 cm e
espacamento entre linhas de 1,5 cm com as paginas numeradas. Para a
categoria Artigo Completo, o trabalho néo devera exceder 17 paginas, quando
da diagramacéo final. Para a categoria Comunicacdo Breve, o trabalho nao
devera exceder 6 paginas, quando da diagramacao final. As tabelas e
ilustracbes deverdo ser apresentadas separadas do texto e anexadas ao final
do trabalho, sem legendas. As respectivas legendas dever&o vir no texto logo
apos as referéncias bibliograficas. Os trabalhos submetidos deverdo ser
revisados por um dos revisores de lingua inglesa credenciados pela RBPV, de
escolha e sob responsabilidade dos autores. Os Artigos Completos devem ser
organizados obedecendo a seguinte sequéncia: Titulo Original, Titulo
Traduzido, Autor(es), Filiagdo Institucional, Abstract (Keywords), Resumo
(Palavras-chave), Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussao,
Conclusbes (ou combinacdo destes trés ultimos), Agradecimentos (facultativo)
e Referéncias Bibliograficas. As Comunicacdo Breve obedecem a sequéncia
acima sem a necessidade de se destacar os topicos, sendo escritas em texto
corrido. Para essa categoria, 0 artigo submetido s6 sera aceito desde que
possua alto grau de ineditismo e originalidade, trazendo resultados novos de
importancia evidente, atribuindo ao Editor-chefe a continuidade da submisséo

Oou nao.

Caracteristicas dos elementos de um trabalho cientifico

Titulo Original
O titulo “cheio” e o subtitulo (se houver) ndo devem exceder 18 palavras. Nao
devera aparecer nenhuma abreviatura, € 0s nomes de espécies ou palavras

em latim deverdo vir em italico. Evitar (por exemplo) titulos que iniciem com:
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Estudos preliminares; Observagdes sobre. Nao usar o nome do autor e data de

citacdo em nomes cientificos.

Autor(es)/Filiagao

Na identificacdo, deve constar: nome completo e por extenso de todos o0s
autores (sem abreviacdo). A Filiacdo Institucional deve informar os nomes
proprios de todas as instituicbes e ndo suas traducdes: Laboratorio,
Departamento, Faculdade ou Escola, Instituto, Universidade, Cidade, Estado e
Pais, exatamente nessa ordem. No rodapé, deve constar as informacdes do
autor para correspondéncia: Endereco completo, telefone e e-mail atualizado,

nessa ordem.

Referéncias bibliogréaficas

As referéncias bibliograficas s6 serdo admitidas desde que sejam de facil
consulta aos leitores. Nao serdo aceitas referéncias de trabalhos publicados
em anais de congressos e as teses devem estar disponiveis para consulta em
sites  oficiais, por exemplo, Banco de Teses da Capes:

http://www.capes.gov.br/servicos/banco-de-teses. Todas as citagcdes no texto

devem ser cuidadosamente checadas em relacdo aos nhomes dos autores e

datas, exatamente como aparecem nas referéncias.

“Abstract” e Resumo

Devem conter no maximo 200 palavras, em um sé paragrafo sem
deslocamento. Ndo devem conter citagdes bibliograficas. Siglas e abreviacfes
de instituicbes, ao aparecerem pela primeira vez no trabalho, seréo colocadas
entre parénteses e precedidas do nome por extenso, por exemplo, Indirect
Fluorescence Assay (IFA). Devem ser informativos, apresentando o objetivo do
trabalho, metodologia sucinta, os resultados mais relevantes e a concluséo. O
abstract redigido em lingua inglesa e o resumo em lingua portuguesa, ambos
seguidos por keywords e palavras-chave, respectivamente.

Keywords e Palavras-chave

As palavras-chave devem expressar com precisdo o contetdo do trabalho. Sao

limitadas em no maximo 6 (seis).
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Introducéo

Explanacéo clara e objetiva do estudo, da qual devem constar a relevancia e
objetivos do trabalho, restringindo as citagcdes ao necessario.

Material e Métodos

Descricdo concisa, sem omitir o essencial para a compreensao e reproducao
do trabalho. Métodos e técnicas ja estabelecidos devem ser apenas citados e
referenciados. Métodos estatisticos devem ser explicados ao final dessa secéo.
Resultados

O contetdo deve ser informativo e ndo interpretativo: sempre que necessario
devem ser acompanhados de tabelas, figuras ou outras ilustracfes
autoexplicativas.

Discusséo

Deve ser limitada aos resultados obtidos no trabalho e o conteddo deve ser
interpretativo.

Poderd ser apresentada como um elemento do texto ou juntamente aos
resultados e concluséo.

Enfatizar a importancia de novos achados e novas hipoteses identificadas
claramente com os resultados.

Tabelas

Elaboradas apenas com linhas horizontais de separa¢cdo no cabecalho e no
final; e devem ser enviadas em formato editavel (desejavel excel). A legenda
(titulo) é precedida da palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em
algarismos arabicos, devendo ser descritivas, concisas e inseridas acima das
mesmas. As tabelas devem estar limitadas a um namero minimo necessario.
Devem ser digitadas em espaco duplo em arquivos separados.
Figuras

As figuras, tais como: desenho, fotografia, prancha, gréafico, fluxograma e
esquema, devem ser enviadas em formato .tif, .gif ou .jpg, com no minimo de
300 dpi de resolucédo e numeradas consecutivamente. As legendas devem ser
precedidas da palavra Figura, seguida da numeracdo em algarismo arabico e
inseridas abaixo das mesmas. Listar as legendas numeradas com o0s
respectivos simbolos e convencgbes, em folha separada em espac¢o duplo. O

namero de ilustracdes deve ser restrito ao minimo necessario. Fotografias
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digitais deverdo ser enviadas em arquivos separados, como foram obtidas. Se
a escala for dada as figuras, utilizar a escala BAR em todas as ilustracdes ao
invés de numérica, que pode ser alterada com a reducdo das figuras.
Conclusdes

As conclusbes podem estar inseridas na discussdo ou em resultados e
discusséo, conforme a escolha dos autores. Nesse caso, esse item ndo sera
necessario.

Agradecimentos

Quando necessario, limitados ao indispensavel.

Referéncias bibliograficas

A lista de referéncias devera ser apresentada em ordem alfabética e,
posteriormente, ordenadas em ordem cronoldgica, se necessario. Mais de uma
referéncia do(s) mesmo(s) autor(es) no mesmo ano deve ser identificada pelas
letras 'a’, 'b', 'c', etc, inseridas apds o ano de publicacdo. Titulos de periddicos
devem ser abreviados conforme Index Medicus -

http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lang=enq.

Livros

Levine JD. Veterinary protozoology. Ames: ISU Press; 1985.

Capitulo de livro

Menzies PIl. Abortion in sheep: diagnosis and control. In: Youngquist RS,
Threlfall WR.

Current therapy in large animal theriogenology. 2nd ed. Philadelphia: Saunders;
2007. p. 667-680.

Artigo de periddico

Paim F, Souza AP, Bellato V, Sartor AA. Selective control of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus in fipronil-treated cattle raised on natural pastures in
Lages State of Santa Catarina Brazil. Rev Bras Parasitol Vet 2011; 20(1):13-16.
Tese e Dissertagéo

Araujo MM. Aspectos ecolégicos dos helmintos gastrintestinais de caprinos do
municipio de patos, Paraiba - Brasil [Dissertacdo]. Rio de Janeiro: Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro; 2002.

Documento eletrénico
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Centers for Disease Control and Prevention. Epi Info [online]. 2002 [cited 2003

Jan 10]. Available from: http://www.cdc.gov/epiinfo/ei2002.htm.

CitacoOes

As citacdes devem seguir o0 sistema autor-data:

Um autor: nome do autor e ano de publicagéao
Levine (1985) ou (LEVINE, 1985)

Dois autores: o0os nomes dos autores e ano da publicacdo
Paim e Souza (2011) ou (PAIM & SOUZA, 2011)

Trés ou mais autores: nome do primeiro autor seguido de 'et al." e o ano de
publicacéo

Arauijo et al. (2002) ou (ARAUJO et al., 2002)

Obs. Nas referéncias, apresentar os nomes dos seis primeiros autores;
para referéncias com mais de seis autores, apresentar 0s seis primeiros
nomes seguidos da expressao et al.
Prova Gréfica.

O trabalho diagramado em formato pdf., sera enviado por e-mail ao autor
correspondente. Alteracdes no artigo, quando aceitas para publicacdo, devem
ser realizadas nesse estagio, com permissdo do editor-chefe. Portanto, o
trabalho deve ser cuidadosamente corrigido antes de responder ao editor, pois
inclusbes de corre¢des subsequentes (indicagcdo de novo autor, mudanca de

paragrafos inteiros ou tabelas) ndo podem ser garantidas.
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