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RESUMO

PAULUCIO, VANDERSON DE ATAIDE. CARACTERIZAQAO QUIMICA E
POTENCIAL CARRAPATICIDA DE OLEOS ESSENCIAIS DE Eucalyptus spp.
FRENTE A Rhipicephalus microplus. 2021. 77p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE,
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2021.

Rhipicephalus microplus, parasito bovino de relevancia mundial, & responsavel por
perdas economicas na bovinocultura. Seu controle tem encontrado barreiras como
desenvolvimento de populacdes resistentes aos carrapaticidas convencionais. Neste
cenario, estudos de alternativas de controle de R. microplus sdo cada vez mais
relevantes, em especial carrapaticidas de origem vegetal. O presente estudo teve
como objetivo o estudo da diversidade quimica e avaliacao da atividade carrapaticida
do 6leo essencial (OE) de oito espécies de Eucalyptus spp. sobre larvas de R.
microplus. O estudo de diversidade quimica foi realizado por meio de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN). No ensaio in vitro, os OEs foram avaliados no teste de pacote larval
(LPT) com seis repeticbes em cada tratamento e controle negativo sendo agua
destilada e Tween 80® a 3% (m v?). Através da andlise de similaridade quimica foi
possivel observar dois grupos distintos em que, para as duas técnicas avaliadas (CG-
EM e RMN), as espécies E. smithii (ESM) e E. urophylla x E. camaldulensis (EURC)
apresentaram-se no mesmo grupo, demonstrando ser significativamente diferentes de
todas as demais espécies avaliadas. Entretanto, ndo apresentaram semelhancas em
relacdo a atividade carrapaticida. Os componentes a-pineno e 1,8-cineol foram
apontados como 0os compostos que discriminaram essas duas espécies das demais.
No ensaio bioldgico, as espécies E. grandis (EGR), E. tereticornis (ETI) e E. urophylla
x E. grandis (EURG) apresentaram os maiores valores de mortalidade na menor
concentracéo testada, com 99% de mortalidade das larvas na concentragéo de 1,25%
(m v1). EGR foi a espécie que apresentou os menores valores de CLso (0,38% m vt)
e CLo (0,78% m v1). Através de andlise multivariada foi possivel sugerir que os
componentes a-pineno e y-terpineno estariam relacionados com a atividade
carrapaticida, fornecendo informacao para desenvolvimento de produtos alternativos

para o controle de R. microplus.
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ABSTRACT

PAULUCIO, VANDERSON DE ATAIDE. CHEMICAL CHARACTERIZATION AND
ACARICIDAL ACTIVITY OF Eucalyptus spp. ESSENTIAL OILS ON Rhipicephalus
microplus. 2021. 77p. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre, ES, 2021.

Rhipicephalus microplus, a bovine parasite of worldwide relevance, is responsible for
economic losses in cattle farming. Its control has encountered barriers such as the
development of populations resistant to conventional ticks. In this scenario, studies of
alternatives to control R. microplus are increasingly relevant, especially plant-based
ticks. The present study aimed to study the chemical diversity and evaluation of the
tick activity of the essential oil (EO) of eight species of Eucalyptus spp. on R. microplus
larvae. The study of chemical diversity was carried out by means of Gas
Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC-MS) and Nuclear Magnetic
Resonance (NMR). In the in vitro assay, the EOs were evaluated in the larval pack test
(LPT) with six repetitions in each treatment and negative control being distilled water
and 3% Tween 80® (m v1). Through the chemical similarity analysis it was possible to
observe two distinct groups in which, for the two evaluated techniques (CG-MS and
NMR), the species E. smithii (ESM) and E. urophylla x E. camaldulensis (EURC) were
included on the same group, demonstrating to be significantly different from all other
species evaluated. However, they did not show similarities in relation to the tick activity.
The a-pinene and 1,8-cineole components were identified as the compounds that
discriminated these two species from the others. In the biological assay, the species
E. grandis (EGR), E. tereticornis (ETI) and E. urophylla x E. grandis (EURG) showed
the highest mortality values at the lowest concentration tested, with 99% mortality of
larvae at the concentration of 1.25% (mv!). EGR was the species that presented the
lowest values of CLso (0.38% m v!) and CLgo (0.78% m v1). Through multivariate
analysis it was possible to suggest that the components a-pinene and y-terpinene
would be related to the tick activity, providing information for the development of

alternative products for the control of R. microplus.

Keywords: alternative control; alternative acaricide; monoterpenes;
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1. INTRODUCAO

Pragas agricolas e do gado, doencas e infestacdes se tornaram um importante
fator de estresse para a agropecudria, levando a 9% de todas as perdas da producéo
agricola e pecuaria no periodo de 2008 a 2018. Investir na resiliéncia e na reducao
dessas perdas é de suma importancia para garantir o papel crucial da agropecuéria e
alcancar um futuro sustentavel (FAO, 2021).

Dentre estas pragas, o0 carrapato da espécie Rhipicephalus microplus é
considerado um dos parasitos de maior relevancia para a bovinocultura mundial.
Quando a infestacdo se d& por um numero elevado de espécimes, é capaz de retirar
grandes quantidades de nutrientes do hospedeiro através da hematofagia e, esse
parasitismo espoliativo, causa reducado na producéo de carne e leite e, ainda, estresse
e danos ao couro do animal. As perdas mais significativas, no entanto, sao trazidas
pela transmisséo de doencas causadas por protozoarios, bactérias e virus. Estima-se
que afetem cerca de 80% dos bovinos no mundo todo (FAO, 2020).

Somado a isso, o controle das populacfes de R. microplus vem encontrando
barreiras, principalmente o crescente nimero de populacdes resistentes aos principais
carrapaticidas disponiveis comercialmente. Por isso 0 grande interesse e urgéncia em
estudar e desenvolver novos métodos de controle desse parasito (GRISI et al., 2014;
GUPTA et al., 2016; KLAFKE et al., 2017; KUMAR; SHARMA; GHOSH, 2020; SILVA
et al., 2021).

Os principais carrapaticidas atuais afetam o0 meio ambiente e outros
organismos nao-alvos. Em contrapartida, pesquisas que buscam alternativas de
controle mais eficientes, naturais e menos prejudiciais ao meio ambiente tém ganhado
destaque, em especial pesquisas que utilizam oleos essenciais (CHAGAS et al.,
2014).

Oleos essenciais s&o metabdlitos secundarios advindos de plantas e que
possuem composicao variada. Muitos de seus constituintes quimicos possuem acao
carrapaticida relatada, como y-terpineno, p-cimeno, limoneno, 1,8 cineol, carvacrol,
timol, eugenol, sendo uma boa alternativa para auxiliar o controle de carrapatos
(CARDOSO et al., 2020; EBADOLLAHI; ZIAEE; PALLA, 2020; LIMA et al., 2018;
NOVATO et al., 2018; PEIXOTO et al., 2015; QUEIROZ et al., 2020).
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Os monoterpenos, metabdlitos secundarios considerados pouco toxicos a
mamiferos e que podem causar interferéncia toxica nas fung¢des bioquimicas e
fisiologicas de artrépodes, tém sido estudados como alternativas potenciais aos
carrapaticidas comerciais disponiveis, j& que muitos séo reconhecidos como seguros
pela United States Food and Drug Administration (CHAGAS et al., 2002; TEMPLETON
et al., 1998).

Embora estudos anteriores que demonstram a atividade carrapaticida de
diversos compostos naturais ja existam, o desenvolvimento e acesso a formulagdes
comerciais para aplicacdo a campo ainda encontram barreiras, como a quantidade e
a disponibilidade de material vegetal para a extracdo de bioativos (PAVELA, 2015;
QUADROS et al., 2020). Porém, no Brasil, a cultura de espécies do género Eucalyptus
L'Hérit (Myrtaceae) é em grande escala para producdo de madeira em que, na maioria
das vezes, as folhas sdo descartadas, de onde se pode extrair 6leo essencial (DE
OLIVEIRA; PEDRASSANI, 2017).

Estudos anteriores com OEs de espécies do género Eucalyptus spp. foram
realizados, evidenciando o potencial destes para o manejo de pragas devido a agdes
antiparasitarias como inseticida (DE SOUZA et al., 2019), carrapaticida (CAMILO et
al., 2017) e também como anti-helmintico (MACEDO et al., 2010) e anti-protozoario
(MOJICA; DEOCARIS; ENDRIGA, 2004). Entretanto, existe a necessidade de
padronizacdo quimica para o desenvolvimento de formulacdes carrapaticidas de
origem natural, uma vez que a composi¢cao quimica dos 6leos essenciais pode variar
em funcéo de fatores edafoclimaticos (QUADROS et al., 2020; SARAC et al., 2014).

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi determinar a composicéo
quimica de oito espécies de Eucalyptus spp. e compara-las quanto a similaridade
quimica a fim de verificar quais delas produzem compostos semelhantes entre si. Além
disso, este trabalho também avaliou a atividade carrapaticida dos 6leos essenciais
destas espécies frente a larvas de R. microplus a fim de determinar componentes

bioativos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O género Rhipicephalus abrange cerca de 84 espécies de carrapatos
(GUGLIELMONE et al., 2010), onde Rhipicephalus microplus é considerado o
principal e mais importante ectoparasito que acomete bovinos nos paises de clima
tropical (CAMARGO-MATHIAS, 2013).

R. microplus € uma espécie de carrapato monoxeno, pertencente a familia
Ixodidae. Hematéfago, parasita principalmente bovinos, sendo conhecido
popularmente como carrapato-do-boi (CAMARGO-MATHIAS, 2013). Além de causar
danos pela retirada de sangue do animal parasitado, também causa danos ao couro
e atua na transmissdo de doencas, gerando reducdo de produtividade e grande
prejuizo para a bovinocultura (DE ARAUJO et al., 2019).

Esta espécie, originaria da Asia, foi introduzida nas regifes tropicais através da
importacdo de animais, se adaptando ao clima quente e Umido, favoraveis a
manutencdo da espécie. Sua distribuicdo vai desde o continente americano, Africa,
além de Asia e Australia (PEREIRA; LABRUNA, 2008; POWELL; REID, 1982).

No Brasil, é encontrado em todas as regiées do pais, sendo considerado um
dos parasitos de bovinos de maior relevancia sanitaria, gerando perdas econémicas
estimadas em 3,23 bilhdes de dolares por ano (GRISI et al., 2014).

A espécie R. microplus é classificada no filo Arthropoda, classe Arachnida,
sendo considerada uma das classes de artropodes de maior importancia veterinaria.
Nessa classe, os individuos adultos apresentam quatro pares de pernas e 0 corpo
dividido em gnatossoma (pecas bucais) e idiossoma, com cefalotérax e abdome
fundidos. Os artrépodes dessa classe ndo apresentam antenas e asas e, todas as
espécies descritas até o presente, sdo parasitas e hematéfagas. Esta espécie de
carrapato é classificada ainda na subclasse Acari, que é extremamente diversa e
abundante, e ordem Ixodida, representada por parasitos conhecidos vulgarmente pelo
nome de carrapatos (KRANTZ; WALTER, 2009). Nessa ordem, as duas familias de

interesse médico e encontradas no Brasil sdo as familias Argasidae e Ixodidae, sendo
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esta ultima onde estéo classificados os carrapatos “duros”, familia a que a espécie R.
microplus pertence (MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA, 2012).

2.1.1 Ciclo de vida

Os carrapatos da espécie R. microplus séo parasitas hematofagos de animais
vertebrados, preferencialmente bovinos, e as fases de vida desses carrapatos
consistem em: ovo, larva, ninfa e adultos (ESTRADA-PENA, 2015). As caracteristicas
peculiares de cada espécie é o que determina a adaptacdo aos diferentes fatores
externos nas diversas etapas do ciclo biolégico (CHACON et al., 2003). Essa
influéncia externa pode fazer com que as diferentes fases do ciclo se prolonguem por
diferentes periodos na natureza, sendo influenciadas por fatores, como a temperatura
(SANAVRIA; PRATA, 1996). O ciclo de vida desse parasito pode ser definido em duas
fases distintas: a fase parasitaria e a fase de vida livre (Figura 1).

Figura 1 - Esquema representativo do ciclo biolégico de Rhipicephalus microplus
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Fonte: Sonenshine; Roe, 2014.
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Na fase parasitaria, a larva infestante realiza a fixacdo no bovino, passando
pelos estagios de ninfa até teledgina, que é o estagio final de ingurgitamento. Apos
subir no hospedeiro, a larva se fixa em locais menos propensos a acado mecanica e
auto limpeza do hospedeiro como, por exemplo, a base da cauda e parte posterior da
coxa do bovino. Apos a fixacao pela introducdo do seu aparelho fixador (hipéstomo),
comecam a se alimentar e se desenvolver (neolarva). Entre quatro a sete dias, a larva
entra em estado de imobilidade, em preparo para a primeira muda da cuticula, quando
recebe o nome de metalarva. Apds cerca de oito dias, da metalarva origina-se a ninfa,
adquirindo nova estrutura, com quatro pares de pernas que, apos se alimentarem e
mudarem de cuticula, dardo origem ao adulto imaturo, diferenciando-se em macho
(neandro) ou fémea (nedgina), por volta do 14° dia da fase parasitaria. Apos
aproximadamente quatro dias de repasto sanguineo € alcancada a maturacao sexual
em que as fémeas passam a ser classificadas como partenégenas. A partendgina é
fecundada pelo macho, ocorrendo grande mudanca nas fémeas, que aumentam o
consumo de sangue, alcancando rapidamente o ingurgitamento até atingirem seu
tamanho méximo, quando recebem a denominacédo de teledginas (SONENSHINE;
ROE, 2014; GUIMARAES; TUCCI; BARROS-BATTESTTI, 2001; FREITAS et al.,
1978; SERRA-FREIRE; SENA; BORSOI, 2011).

Esta fase é pouco influenciada pelas condicdes climaticas e ambientais, uma
vez que a temperatura corporal dos animais permanece relativamente constante, com
duracdo aproximada de 18 a 21 dias no total. As fémeas, ap6s o completo
ingurgitamento, caem ao solo para realizar a postura (SONENSHINE; ROE, 2014;
GUIMARAES; TUCCI; BARROS-BATTESTTI, 2001; PEREIRA; LABRUNA, 2008).

A fase de vida livre, que pode durar no total de até 3 meses, com grande
variabilidade de tempo dependendo das condi¢cdes ambientais, se inicia a partir da
gqueda das fémeas ingurgitadas, seguido dos periodos de pré postura, postura,
ecloséo larval e tempo de sobrevivéncia das larvas na pastagem. A oviposi¢ao no solo
pode durar varios dias, com cada fémea ovipondo entre 3000 e 4000 ovos. As larvas
eclodem desses ovos entre 24 a 98 dias e as teledginas morrem apos completar o
periodo de postura (SONENSHINE; ROE, 2014; MONTEIRO et al., 2012; TAYLOR,;
COOP; WALL, 2014). Apés periodo de maturacéo de cerca de uma semana, as larvas
buscam o hospedeiro para fixarem-se e se alimentar, dirigindo-se as extremidades do

capim para facilitar o contato com bovinos, dando continuidade ao ciclo (GUIMARAES;
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TUCCI; BARROS-BATTESTTI, 2001; PEREIRA; LABRUNA, 2008; SERRA-FREIRE;
SENA; BORSOI, 2011).

A duracéo da fase ndo parasitéria € diretamente influenciada pela temperatura
pois, em temperaturas mais elevadas, pode ocorrer significativo encurtamento do ciclo
(BROVINI; FURLONG; CHAGAS, 2003). Assim, embora presentes no decorrer de
todo o ano, as populacdes de carrapatos atingem seu pico no verdo (ANDREOTTI et
al., 2002).

A fase parasitaria compreende 5% da populagdo de carrapatos e a fase nédo
parasitaria 95% (GUIMARAES; TUCCI; BARROS-BATTESTTI, 2001; PEREIRA;
LABRUNA, 2008; SANTAREM; SATOR, 2003; SERRA-FREIRE; SENA; BORSOI,
2011).

Em relac&o aos machos adultos, estes permanecem no animal por cerca de 40
dias até dois meses, se alimentando e fecundando as fémeas (ANDREOTTI et al.,
2002).

2.1.2 Carateristicas gerais da morfologia de Rhipicephalus microplus

O carrapato R. microplus, assim como as outras espécies de carrapatos da
familia Ixodidae, tem corpo achatado dorso ventralmente. As larvas dessa espécie
possuem trés pares de patas e escudo incompleto, atingindo um milimetro e meio de
comprimento, e ndo sao visiveis no animal por estarem fixadas na pele e camufladas
através dos pélos. Ja as ninfas: possuem quatro pares de patas e uma fileira a mais
de denticdo no hipéstomo. Estas estruturas favorecem sua adesdo a pele do
hospedeiro tornando dificil seu desprendimento ou a sua retirada (FREITAS et al.,
1978; SILVEIRA; ARAUJO, 2019).

As fémeas adultas possuem quatro pares de patas, escudo incompleto (Figura
2) e aparelho genital, diferenciando dos machos que possuem escudo completo
(FREITAS et al., 1978; SILVEIRA; ARAUJO, 2019).

Figura 2 - Diferencas entre caracteristicas fisicas em diferentes fases do ciclo biologico
de Rhipicephalus microplus. Ovos aglutinados; larvas ap6s eclosdo dos ovos
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apresentando 3 pares de patas e ninfas e adultas com quatro pares de patas. Larvas,
ninfas e adultas apresentam escudo quitinoso incompleto.

Adulto (fémea)

Ninfas

Larvas ‘

Fonte: Silveira; Aradjo, 2019.

Tal caracteristica permite que o abdome da fémea se expanda durante o
repasto sanguineo (Figura 3). Assim, o dimorfismo sexual é acentuado em que, as
fémeas de R. microplus podem apresentar tamanho até 10 vezes maior do que 0s
machos, chegando a medir 13 mm. Quando ingurgitadas tendem a aumentar sua
dimenséo corporal em até 250 vezes, fazendo postura de um grande niumero de ovos,
gue pode chegar a aproximadamente 4.500 ovos por fémea (BARROS-BATTESTI et
al., 2006; TAYLOR; COOP; WALL, 2017).

Figura 3 - Sequéncia das fases de ingurgitamento da fémea do carrapato apos repasto
sanguineo. E classificada em nedgina no 15° dia de vida parasitaria; partenogina do
18° dia de vida parasitaria até o ingurgitamento completo, quando € entdo denominada
teledgina, atingindo seu tamanho maximo.
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Fonte: Molinaro; Caputo; Amendoeira, 2012.

Os machos exibem apenas um ligeiro aumento no tamanho do corpo durante
a alimentacdo. J& a cuticula das fémeas triplica de espessura durante essa fase, mas
na fase rapida do engurgitamento a cuticula destas diminui de espessura
(SONENSHINE; ROE, 2014).

As camadas cuticulares sédo formadas de quitina e se dividem em epicuticula e

préocuticula, em que a epicuticula € uma estrutura fina (1 ym ou menos) revestida por
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uma camada de cera. A epiderme, junto com essas camadas da cuticula, forma o
tegumento. Além disso, os carrapatos da espécie R. microplus ndo sdo ornamentados,
apresentam palpos curtos, olhos simples e placas espiraculares no formato de virgula
(GUIMARAES: TUCCI; BARROS- BATTESTTI, 2001; TAYLOR; COOP; WALL 2017;
SERRA-FREIRE; SENA; BORSOI, 2011).

2.1.3 Impacto econdmico causado por Rhipicephalus microplus

O agronegocio contribui com um tergo do Produto Interno Bruto do Brasil, sendo
a producédo bovina um de seus principais segmentos, com aproximadamente 218
milhdes de cabecas, um dos maiores rebanhos comerciais de gado do mundo
(GOMES et al., 2017).

Embora o Brasil tenha enorme potencial para expandir ainda mais sua
producdo animal, em que estimativas apontam crescimento de 4% do rebanho bovino
brasileiro em 2021, apontam também queda de 6% da producéo de carne bovina no
pais (USDA, 2021). Dentre os motivos para queda da producdo, os parasitas
representam sérios problemas para os produtores de carne bovina e de leite (GRISI
et al., 2014; JONSSON, 2006), gerando perdas econdmicas de cerca de USD 13,9
bilhdes por ano, incluindo danos causados por endo e ectoparasitas bovinos
(CHAGAS et al., 2016; GRISI et al., 2014; MONTEIRO et al., 2012).

Na bovinocultura, o parasitismo por carrapatos, principalmente a espécie R.
microplus, representa grande problema econdmico para pecuaristas e produtores
leiteiros, devido as perdas diretas e indiretas causados por este parasito. R. microplus
€ ainda responsavel pela transmissao de doencas e reducdo de produtividade do
hospedeiro, tanto pelo estresse causado, quanto pela propria retirada de sangue e
nutrientes. A picada do carrapato pode causar lesdo direta nos animais em
decorréncia da irritacdo, inflamacao e hipersensibilidade. Além disso, cada carrapato
bovino suga, em média, 2 mL/dia de sangue de seu hospedeiro, podendo levar a
anemia e diminuicdo da producdo (NOGUEIRA et al., 2020; PEREZ DE LEON;
MITCHELL; WATSON, 2020). A infestacdo por este parasito pode reduzir cerca de
3% da producao de leite por vaca em lactacdo, podendo representar perda de cerca
de 90 litros de leite por animal em uma lactacdo de 300 dias de uma vaca
(RODRIGUES; LEITE, 2013).
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Um dos fatores agravantes para esse impacto econbmico causado pelo
carrapato deve-se a introducao de racas bovinas europeias, que sédo sensiveis e mais
propensas a infestacdes parasitarias, o que implica em niveis mais altos de infestacéo
ambiental, perpetuando altas prevaléncias (BIEGELMEYER et al., 2015, VILLAR et
al., 2020). E apesar de ser originario da Asia, R. microplus foi introduzido na maioria
dos paises tropicais por meio da importacdo de gado (SERRA-FREIRE; SENA;
BORSOI, 2011). Atualmente, tem ampla distribuicdo geogréafica, cobrindo todas as
regioes de clima tropical e subtropical do mundo (ADENUBI et al., 2018, HIGA et al.,
2020, VILLAR et al., 2020).

Além das perdas diretas ja relatadas, as perdas indiretas causadas por R.
microplus com os custos com controle quimico, residuos deixados nos produtos de
origem animal e danos ambientais decorrentes do uso desses produtos, podem ser
ainda maiores, uma vez que para calcular os prejuizos foram utilizados animais

controle advindos de ambiente controlado (GRISI et al., 2014).

2.2 Carrapaticidas convencionais

O principal método usado para controle de populacdes de carrapato € o uso de
carrapaticidas sintéticos como as amidinas, lactonas macrociclicas, o0s
organofosforados, fenilpirazois e piretréides (KLAFKE et al., 2017). Contudo, tem sido
cada vez mais necessario desenvolver e validar estratégias de controle de carrapatos,
a fim de reduzir os prejuizos causados pela maioria dos compostos atualmente
disponiveis no mercado. Como exemplo de maleficios dos acaricidas convencionais,
destacam-se o surgimento crescente de populacdes de carrapatos resistentes, além
da contaminacdo ambiental e residuos em produtos de origem animal causados por
tais substancias (BIEGELMEYER et al., 2012; RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON;
BHUSHAN, 2018; SAMISH; GINSBERG; GLAZER, 2004).

Os carrapaticidas convencionais podem ser classificados como carrapaticidas
sistémicos, como exemplo, as lactonas macrociclicas (abamectina e ivermectina), e
carrapaticidas de contato que compreendem os organofosforados, amidinicos e
fenilpirazois (FURLONG; MARTINS; PRATA, 2007).

Os carrapaticidas convencionais possuem mecanismos de agdo que agem

principalmente no sistema nervoso do parasito, levando a paralisia e morte do
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carrapato. Podem ser definidos basicamente quatros modos de acdo destes
carrapaticidas: a ativacdo dos canais de cloro, os antagonistas dos canais de cloro
mediados por gaba, os moduladores dos canais iGnicos e os inibidores da enzima
acetil colinesterase. Além dos carrapaticidas que agem no sistema nervoso e sinapses
neuromusculares, podem ser citados também carrapaticidas que agem como
inibidores da cadeia de transporte e elétrons na mitocondria e inibidores da sintese de
quitina (LE GALL, 2016).

A classe quimica das formamidinas, a qual o amitraz pertence, foi amplamente
usada no controle de carrapatos apos sua introducdo em 1975 (GEORGE; POUND;
DAVEY, 2004), mas, em 2003, trabalhos ja apontavam a existéncia de resisténcia a
essa classe (LI et al., 2003). O mecanismo de acdo da molécula se da através da
interagdo com o0s receptores de octopamina no sistema nervoso central dos
artrépodes, resultando em hiperexcitabilidade neural e morte destes (EVANS; GEE,
1980; DUDAI et al., 1987; JONSSON; HOPE, 2007).

Ja entre as lactonas macrociclicas, com relatos de sua introdugéo para uso em
1981, duas classes apresentam atividade carrapaticida: as avermectinas (ivermectina,
abamectina, doramectina, eprinomectina e selamectina) e as milbemicinas
(moxdectina e milbecinaoxima), e também com notificaces de resisténcia ja relatadas
(KLAFKE et al.,, 2006; MARTINS, 2001). Em relacdo ao modo de acdo, atuam
principalmente sobre o acido y-aminobutirico (GABA) e os canais de cloro-glutamato
levando a abertura desses canais que leva a um aumento irreversivel na condutancia
da membrana, com paralisia da musculatura e morte do parasito (CLARK et al., 1994;
FRITZ et al., 1979).

Os organofosforados e cabarmatos, com introducdo de uso em 1955, inibem
irreversivelmente a acdo da enzima AChE por possuirem capacidade de se ligar a
esta enzima e interferir na transmissao nervosa, provocando constante estimulacéo
gue acarreta a morte por paralisia (MANSON et al., 1984). Estudos, anos depois, tém
buscado esclarecer quais os mecanismos da ocorréncia de resisténcia a esta classe
(BAXTER; BARKER, 1999; NOLAN et al., 1994).

Na classe dos fenilpirazois, se encontra o fipronil, que apesar de apresentar sitio
de acao diferente das lactonas macrociclicas, também possui acdo no GABA, que € 0
sistema receptor responsavel pela inibicdo da atividade neuronal. Quando bloqueado,
leva a hiperexcitacdo do sistema nervoso e consequente morte do parasito
(NARAHASHI et al., 2007). Foi introduzido no controle de carrapatos em 2010, sendo
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gue 0S mecanismos responsaveis pela resisténcia carrapaticida ainda nao estao
totalmente esclarecidos. No entanto, estudos comprovam sua ocorréncia nas
populacées de carrapatos nos anos seguintes a sua introducdo (MILLER et al., 2013).

Piretroides sdo carrapaticidas que atuam no bloqueio na transmissao dos
impulsos nervosos com acao sobre o canal de sédio, 0 que resulta em repolarizacéo
retardada dos ax6nios nervosos, paralisia e morte do parasito, aléem de possuirem
excelente atividade repelente (NARAHASHI et al., 1971). Comecaram a ser utilizados
nos anos 80 e em 1990 correspondiam a 25% de todos os pesticidas utilizados no
mundo todo, gracas a sua seletividade toxica aos invertebrados (GEORGHIOU, 1990).
Em meados de 2000, estudos ja tentavam identificar os mecanismos responsaveis
pelo desenvolvimento de populacbes de carrapatos resistentes a esta classe
(JAMROZ et al., 2000).

2.3 Resisténcia

A resisténcia desenvolvida por populacdes de carrapatos tem sido relatada
contra quase todos os carrapaticidas convencionais disponiveis, se tornando um
grande problema para os pecuaristas do Brasil e do mundo. (CASTRO-JANER et al.,
2010; GOMES; MOREIRA; CASTELL-PEREZ, 2011; GUERRERO; DAVEY; MILLER,
2001; MARCHESINI et al., 2020; KLAFKE et al., 2017; VALSONI et al., 2021)

A resisténcia a produtos quimicos é definida como a capacidade adquirida por
individuos de uma populacdo de parasitos de sobreviver a doses de produtos
quimicos que sao geralmente letais para uma populacédo normal (DONG et al., 2014).
Quando um carrapaticida é usado de maneira incorreta e intensivamente, ele provoca
uma forte pressédo de selecdo eliminando os individuos sensiveis e atuando como
agente de selecdo. O desenvolvimento da resisténcia em populacdes de R. microplus
compromete ndo apenas o produto comercial a que as populacdes foram expostas,
mas pode comprometer todo o grupo quimico do principio ativo utilizado. Assim o
desenvolvimento e aprimoramento de bases carrapaticidas sao valiosos recursos no
ambito do manejo sanitario dos rebanhos (RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON;
BHUSHAN, 2018; DONG et al., 2014).

Dentre principais mecanismos de resisténcia aos parasiticidas em artropodes,

estdo os que promovem redugéo na penetra(;éo € 0 aumento no sequestro e na



26

detoxificacdo dos farmacos. Assim, a efetividade dos parasiticidas € reduzida.
Também pode levar a diminuicdo da sensibilidade no local alvo ou alteracdo do local
de destino, reduzindo a eficicia do farmaco (GUERRERO; DAVEY; MILLER, 2001;
GUERRERO; LOVIS; MARTINS, 2012). Para R. microplus, por exemplo, alteragbes
na cinética de expressdo dos canais de sédio é considerado um importante
mecanismo envolvido na resisténcia a piretréides, enquanto o aumento na sintese de
enzimas relacionadas a detoxificacdo de pesticidas € um importante mecanismo
envolvido na resisténcia aos organofosforados (GUERRERO; LOVIS; MARTINS,
2012; BAXTER; BARKER, 1999; NOLAN et al., 1994; JAMROZ et al., 2000).

No caso dos piretréides, que agem nos canais de sédio, induzindo a abertura
dos canais e despolarizacdo, permitindo assim a entrada continua de sodio para
dentro da célula, a insensibilidade e resisténcia podem ocorrer através da substituicao
de um unico nucleotideo da proteina codificada pelo gene do canal de sédio (LEE et
al., 1999).

Resultados recentes tém demonstrado o status avancado da resisténcia, até
mesmo aos grupos quimicos mais modernos, para o controle de R. microplus, como
ao fipronil e fluazuron, mesmo em fazendas sem histérico de uso desses
carrapaticidas. Esse fato confirma que o comércio frequente de animais entre
fazendas sem o controle adequado e, muitas vezes, sem nenhum tratamento antes
ou apés o transporte dos animais, propicia o surgimento de populagcfes de carrapatos
resistentes a produtos que nem chegaram a ser utilizados na propriedade (VALSONI
et al., 2021). No Uruguai, por exemplo, o transporte de animais entre diferentes
regides do pais foi considerado a principal causa de dispersdo de populacdes
resistentes aos carrapaticidas (MIRABALLES E RIET-CORREA; 2018).

Além disso, erros na aplicacdo dos produtos carrapaticidas, alta frequéncia de
tratamentos, inicio dos tratamentos somente ap0s a observacdo de fémeas
ingurgitadas, intervalo incorreto entre os tratamentos, altas taxas de lotacdo animal e
predominancia de racas taurinas, foram apontados como fatores favoraveis ao
desenvolvimento da resisténcia (VILELA et al., 2020).

Outro manejo que predispde ao desenvolvimento de resisténcia € a utilizagdo
de produtos antiparasitarios com efeito carrapaticida, mas com intervalo e dosagem
visando atingir outros parasitos. A ivermectina, por exemplo, também é muito usada
para controlar nematoides gastrointestinais em bovinos, em intervalos de 30 dias para

desparasitacdo de gado, o que pode contribuir para o cenario de resisténcia
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carrapaticida, aumentando a pressao de selecao sobre as populacdes de carrapatos
(VALSONI et al., 2021).

Ainda, a consequéncia mais problematica do desenvolvimento de resisténcia
aos carrapaticidas é a selecdo de populacdes de carrapatos com resisténcia a
multiplos farmacos, em que o controle quimico de carrapatos nessas fazendas pode
ser seriamente comprometido na auséncia de uma abordagem integrada (KLAFKE et
al 2017; MARCHESINI et al., 2020; VILELA et al., 2020). Resultados alarmantes de
resisténcia simultanea a pelo menos trés carrapaticidas diferentes revelam um novo
cenario para o desafio do controle de carrapatos por meio de produtos quimicos,
considerando que ainda nao existem no mercado novas drogas com um novo modo
de acao para o controle de carrapatos multirresistentes (KLAFKE et al 2017).

Além disso, estdo sendo relatadas novas mutacbes em R. microplus
associadas a resisténcia aos produtos carrapaticidas convencionais (VILLAR et al.,
2020). Assim, é de suma importancia estabelecer novas ferramentas visando evitar a
disseminacdo de resisténcia para outras areas onde esse fenbmeno ainda néo
ocorreu e reduzir a dependéncia do controle utilizando carrapaticidas convencionais
(KLAFKE et al., 2017).

2.4 Alternativas no controle de carrapatos

Diferentes formas de controle tém sido propostas, sendo grande a necessidade
de pesquisas que sejam direcionadas a busca de alternativas eficientes de controle
do parasito (ABOELHADID et al., 2018; BIEGELMEYER et al., 2012).

Dentre as alternativas e estratégias de controle e prevencéo de infestacdes de
carrapatos podem ser citados o manejo de pastagem, controle bioldgico (como por
exemplo, formigas, acaros predadores, galinhas e outros), o uso de vacinas (quando
disponiveis) contra carrapatos ou contra doencas transmitidas por carrapatos, e a
utilizacdo de carrapaticidas alternativos (DE LA FUENTE et al., 2016; GHOSH;
AZHAHIANAMBI; YADAYV, 2007; GOODENOUGH et al., 2017; LEW-TABOR;
RODRIGUEZ VALLE, 2016)

A necessidade de se encontrar alternativas ecologicamente seguras e
sustentiveis para o controle de pragas, em substituicdo ao controle quimico

convencional, tem alavancado as pesquisas visando identificar compostos com
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propriedades carrapaticidas de origem vegetal (BRAGA et al., 2018; CASTRO et al.,
2018; PARVEEN et al., 2014).

O uso de dleos essenciais como possiveis métodos alternativos de controle de
carrapatos tem sido um dos focos principais de pesquisas, demostrando resultados
promissores (BRAGA et al., 2018; FIGUEIREDO et al., 2018).

2.5 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de compostos organicos volateis
com baixo peso molecular. Podem conter cerca de 2 a 60 componentes em
concentracbes muito diferentes e sdo formados, principalmente, por monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropandides (CAMPOS et al.,, 2012; COSTA et al., 2015). O
emprego de tais substancias apresentam inimeras vantagens comparadas ao uso de
inseticidas ou acaricidas sintéticos, como o desenvolvimento mais lento de resisténcia,
menor impacto ao meio ambiente e a salde humana, além de serem biodegradaveis
(EBADOLLAHI, 2013; ISMAN, 2006; MUTURI et al., 2011; PAVELA, 2015).

O desenvolvimento da resisténcia de pragas contra esses produtos naturais é
baixo devido a variada composicao dos 6leos essenciais e seus multiplos modos de
acdo. Assim, mesmo que ocorram populagcdes que desenvolveram determinado
mecanismo de resisténcia a um bioativo, ainda existirdo outros componentes com
mecanismos de acao diferentes agindo sobre esta populacdo (EBADOLAHI et al.,
2020). Portanto, o uso de 6leos essenciais é uma ferramenta inovadora para superar
a resisténcia relatada aos carrapaticidas disponiveis (SALMAN et al., 2020).

Junto a essas vantagens, o impacto ambiental do uso de ativos de origem vegetal
€ muito menor comparado aos carrapaticidas convencionais, pois estes Ultimos tém
sido considerados responsaveis por contaminacdo de agua potavel, residuos em
alimentos, efeitos negativos agudos ou crénicos em mamiferos e organismos nao-
alvo, como passaros, abelhas, e outros animais, prejudicando o equilibrio do
ecossistema. O que dificilmente ocorreria com produtos de origem vegetal
biodegradaveis, além de que os 6leos essenciais geralmente ndo séo toxicos para
mamiferos e outros vertebrados (EBADOLAHI et al., 2020). Por isso, pesquisas

voltadas a prospeccao de produtos naturais tém sido cada vez mais necessarias em
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virtude do crescimento da importancia dada a preservacdo do meio ambiente e da
utilizacao sustentavel de recursos naturais (PAVELA, 2015, SALMAN et al., 2020).

2.5.1 Caracterizacdo quimica

A composicao quimica dos 0leos essenciais e 0 teor de seus componentes estdo
diretamente relacionados a sua atividade bioldgica (SARAC et al., 2014). Portanto, a
caracterizacdo quimica destes € uma importante ferramenta na identificacdo e
desenvolvimento de acaricidas naturais (JIA et al., 2018).

Para avaliar o teor e o perfil qualitativo dos constituintes quimicos de interesse
presentes no 6leo essencial, podem ser utilizados métodos cromatogréaficos e
espectroscopicos (ABRANCHES, 2012). Dentre as técnicas usadas atualmente para
estudo quimico de Oleos essenciais destacam-se a Cromatografia em fase gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e a Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) (ARAUJO et al., 2019; BOURIAH et al., 2021; CERCEAU et al., 2020; VELOSO
et al., 2020).

A cromatografia € uma técnica de separacdo baseada na distribuicdo de um
composto entre uma fase mével e outra estacionaria. A cromatografia gasosa (CG) é
uma técnica analitica utilizada, principalmente, para a separacdo de compostos
volateis, apesar de que compostos hidroxilados podem ser analisados através do
processo de derivatizacdo com o intuito de aumentar a sua volatilidade. Ja a
espectrometria de massas (EM) se baseia na ionizacdo das moléculas de interesse e
separacdo dos ions com base em suas diferentes raz6es massa/carga a fim de se
obter informacdes da massa molar e de caracteristicas estruturais de substancias
presentes na amostra. E considerada uma técnica sensivel de anéalise molecular, com
capacidade de determinar o peso molecular e obter informacdes estruturais do analito,
como o numero de insaturacdes e anéis (HOFFMANN; STROOBAN, 2007). O
acoplamento da CG a EM fornece informacdes que auxiliam na identificacéo estrutural
de cada componente. Assim, CG-EM é uma analise qualitativa importante na
identificacdo de compostos e permite comparagdo com bibliotecas espectrais
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). Além disso a CG-EM tem sido

considerada uma valiosa técnica para analise de componentes néo polares e produtos
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naturais volateis, entre eles, mono-, sesqui- e triterpenos (IBEKWE; AMEH, 2015;
PATEL et al., 2010).

A técnica analitica de RMN é uma andlise que consiste em uma determinacao
estrutural ndo destrutiva. E uma ferramenta valiosa na determinacdo estrutural de
compostos organicos, contribuindo para o estabelecimento do esqueleto de molécula.
Os espectrdmetros de ressonancia magnética nuclear irradiam o composto com
energia eletromagnética numa frequéncia constante, variando ao mesmo tempo a
intensidade do campo magnético. Quando o campo magnético alcanca a intensidade
adequada, os nucleos absorvem a energia e ocorre a ressonancia. Essa absor¢ao
provoca uma pequena corrente elétrica que flui ao longo de uma bobina receptora que
envolve a amostra. O instrumento entdo amplifica esta corrente e a exibe como um
sinal em um papel grafico, calibrado em unidades de frequéncia (Hz). O resultado é
um espectro de RMN (SOLOMONS; FRYHLE, 2002).

E uma técnica que fornece informacdes sobre o nimero de nucleos atdmicos com
propriedades magnéticas e momento angular de spin. As técnicas disponiveis de
RMN, entre outras, sédo: H, 13C, APT, NOESY, COSY, HMQC e HMBC, HETCOR.
Elas permitem identificar a proximidade espacial ou mesmo a conectividade de alguns
atomos, auxiliando na elucidacéo estrutural do composto constituido pelas diferentes
partes da molécula (SOLOMONS; FRYHLE, 2002). Véarios nucleos podem ser
estudados, porém os mais disponiveis sédo o 'H e 13C. Porém, apesar do alto potencial
da técnica, apresenta uma baixa sensibilidade devido a baixa abundancia de nacleo
qgue tenha a propriedade de spin natural, com excecdo do hidrogénio e também
dificuldade em se trabalhar com mistura de solventes, devido a alteracdo de

deslocamento quimico.

2.5.2 Oleo essencial de eucalipto

Para o género Eucalyptus sp., pertencente a familia Myrtaceae, ja foram
descritas cerca de 850 espécies (SLEE et al. 2006; NICOLLE, 2019). Embora o
eucalipto contenha um numero elevado de espécies diferentes, quase todas as
plantacdes sdo de espécies que tém um histérico comprovado de desempenho
excelente. Essas espécies, conhecidos como as 'Nove Grandes', (HARWOOD, 2011),

incluem Eucalyptus camaldulensis, E. grandis, E. tereticornis, E. globulus, E. nitens,
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E. urophylla, E. saligna, E. dunnii e E. pellita, com estes (e seus hibridos) respondendo
por mais de 90% da area total de florestas plantadas de eucalipto em todo o mundo.
Esses nove géneros foram estudados extensivamente e sdo conhecidos por atingir a
maior produtividade e valor em relagdo a qualquer outra espécie na maioria das
regioes (STANTUREF et al. 2013).

No Brasil, as principais espécies que tém seus Oleos essenciais
comercializados séo E. citriodora, E. globulus e E. staigeriana (CHAGAS et al., 2002).
Embora seja uma planta exoética, pois é de origem australiana, o eucalipto se adaptou
bem ao clima tropical no Brasil, (VALVERDE et al., 2004). Estima-se que 76% de toda
plantacdo de eucalipto seja destinada a producédo de madeira, e que a producdo no
pais tem sido até maior que em paises de clima temperado (FAO, 2016).

Na industria, além da producdo de madeira para serraria, mourdes, postes,
laminados, o eucalipto também é utilizado na producao de energia, lenha e carvao
vegetal, celulose, e extracdo de Oleos e resinas (GAMA-RODRIGUES et al., 2008;
GONCALVES, 1995). Os eucaliptos também possuem uma grande diversidade e alta
concentracdo de 6leos essenciais (misturas de mono- e sesquiterpenos) que podem
ser extraidos das folhas, que muitas vezes sdo descartadas pela indUstria madeireira
(BATISH et al., 2008), mas que podem ser aproveitadas pela industria farmacéutica,
ja que os 6leos essenciais de eucalipto possuem reconhecida atividade contra fungos,
bactérias, insetos e acaros (MOSSI et al., 2011).

Os estudos com 6leos essenciais extraidos de folhas de eucalipto no controle de
carrapatos ainda sdo escassos quando comparado aos estudos de atividade
antimicrobiana. Contudo, pesquisas tém demonstrado o potencial desses 6leos contra
microrganismos e artrépodes (AUYSAWASDI et al.,, 2016; ELAISSI et al., 2011;
GILLES et al., 2010; NEETHIRAJAN; JAYAS, 2011).

Dentre as diversas espécies de Eucalyptus spp., a composicdo quimica dos
Oleos essenciais pode apresentar composicées muito diferentes, apresentando
também diferentes atividades biol6gicas. Em meio aos principais componentes
majoritarios ja observados nas espécies de eucalipto, podem ser citados o a-pineno,
p-cimeno, limoneno, eugenol, 4-vinilguaiacol, citronellal, 1,8 cineol, entre outros
(BATISH et al., 2008; GRISI et al., 2014; LU et al., 2016).
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2.5.3 Modo de acéo e atividade bioldgica

A composicéo dos 6leos essenciais de eucalipto varia de espécie para espécie,
sendo misturas complexas com dezenas de componentes. Dentre esses, geralmente
sao dois ou trés componentes majoritarios que determinam as propriedades biologicas
do 6leo (BATISH et al., 2008; PAVELA, 2015).

O modo de acao sobre artrépodes, especialmente carrapatos, ainda ndo esta
totalmente esclarecido. Adenubi et al., (2018) relataram que dentre os estudos que
avaliaram o potencial carrapaticida de plantas, 93% deles determinaram 0s compostos
bioativos presentes, mas apenas 17% tentaram determinar 0 mecanismo de acéo do
Oleo essencial ou composto isolado.

Entretanto, estudos apontam que tais substancias atuam em conjunto tanto nos
processos fisioldégicos quanto comportamentais do parasito, repelindo ou inibindo a
alimentacdo no hospedeiro, bem como interferindo na ecdise, na ruptura da cuticula,
na inibicdo respiratoria, reduzindo o crescimento e desenvolvimento, e inibindo a
reproducado (COSTA et al., 2015; GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA, 2012; ISMAN,
2000).

Gomes et al. (2014), relataram que o modo de acdo do 6leo essencial da
espécie Lippia sidoides por exemplo, que possui em sua composicao timol, o-cimene,
cariofileno e mirceno, atua bloqueando receptores GABA, prejudicando o fluxo de
ions, levando a alteracfes nos impulsos nervosos e morte do carrapato.

No caso da ac¢éo sobre fungos da espécie Pseudocercospora griseola, Hoyos
et al. (2012), observaram que houve desorganizacdo geral e vazamento do
citoplasma, ruptura da membrana plasmética e da parede celular além da perda do
conteudo celular, causando danos irreversiveis na estrutura fangica.

Em relacdo a acdo antimicrobiana do 0Oleo essencial de eucalipto sobre
bactérias do género Pseudomonas, existem relatos de alteracdes desde a
permeabilidade da membrana celular até danos na ultraestrutura e morfologia das
bactérias (LU et al., 2016).
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CAPITULO 1

ESTUDO DA DIVERSIDADE QUIMICA POR CG-EM E RMN DE 'H E POTENCIAL
CARRAPATICIDA DE OLEOS ESSENCIAIS DE Eucalyptus spp.

Artigo submetido a publicac&o ao periddico Journal of Cleaner Production.



45

RESUMO

PAULUCIO, VANDERSON DE ATAIDE. ESTUDO DA DIVERSIDADE QUIMICA POR
CG-EM E RMN DE H E POTENCIAL CARRAPATICIDA DE OLEOS ESSENCIAIS
DE Eucalyptus spp. 2021.

Considerando a importancia do desenvolvimento de tecnologias alternativas no
controle de Rhipicephalus microplus, o desenvolvimento de resisténcia aos acaricidas
convencionais e a crescente demanda por produtos sustentaveis no controle de
parasitos, objetivou-se, com este trabalho o estudo da diversidade quimica e a
avaliacdo da atividade carrapaticida do éleo essencial de oito espécies de Eucalyptus
spp. sobre R. microplus. A caracterizacdo quimica foi realizada através da
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas e da Ressonancia
Magnética Nuclear. O ensaio in vitro foi realizado através do teste de pacote larval
(LPT). Os monoterpenos hidrocarbonetos representaram mais de 64% das classes e
0 a-pineno foi componente principal entre os OEs estudados. Através da analise de
similaridade quimica foi possivel distinguir dois grupos, em que as espécies E. smithii
(ESM) e E. urophylla x E. camaldulensis (EURC) formaram o mesmo grupo,
demonstrando ser significativamente diferentes das demais espécies avaliadas, mas
nao apresentaram semelhanca em relacéo a atividade carrapaticida. Os componentes
a-pineno e 1,8-cineol foram apontados como 0os compostos que discriminaram essas
duas espécies das demais. No ensaio biolégico, as espécies E. grandis (EGR),
Eucalyptus tereticornis (ETI) e a espécie hibrida E. urophylla x E. grandis (EURG)
apresentaram valores acima de 99% de mortalidade larval nas concentragdes a partir
de 1,25% (m v1). EGR apresentou os menores valores de CLso e CLoo (0,38 e 0,78%
m v1). Através de andlise utilizando a técnica de Minimos Quadrados Parciais
Ortogonalizado (OPLS-DA), foi possivel relacionar os componentes a-pineno e y-
terpineno com a atividade carrapaticida. No ensaio bioldgico para avaliar a acéo
destes e outros componentes majoritarios isolados e em conjunto, a combinacao do
a-pineno e y-terpineno, demonstraram menores valores de CLso (5,76 m v!) e Cloo
(10,01 m v1), sendo considerados promissores no desenvolvimento de acaricidas
alternativos com vistas ao uso no controle de R. microplus.

Palavras-chave: controle alternativo; monoterpenos; carrapato-do-boi.
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ABSTRACT

PAULUCIO, VANDERSON DE ATAIDE. CHEMICAL DIVERSITY BY GC-MS AND H
NMR AND ACARICIDAL ACTIVITY OF Eucalyptus spp. ESSENTIAL OILS. 2021.

Considering the importance of developing alternative technologies in the control of R.
microplus, the development of resistance to conventional acaricides and the growing
demand for sustainable products in the control of parasites, this work aimed to study
the chemical diversity and evaluate the tick activity of the essential oil of eight species
of Eucalyptus spp. about R. microplus. The chemical characterization was carried out
using Gas Chromatography coupled with a Mass Spectrometer and Nuclear Magnetic
Resonance. The in vitro assay was performed using the larval pack test (LPT).
Hydrocarbon monoterpenes represented more than 64% of the classes and a-pinene
was the main component among the studied EOs. Through the chemical similarity
analysis it was possible to distinguish two groups, in which the species E. smithii (ESM)
and E. urophylla x E. camaldulensis (EURC) formed the same group, demonstrating
to be significantly different from the other species evaluated, but did not present
similarity in relation to the tick activity. The a-pinene and 1,8-cineole components were
identified as the compounds that discriminated these two species from the others. In
the biological assay, the species E. grandis (EGR), E. tereticornis (ETI) and the hybrid
species E. urophylla x E. grandis (EURG) presented values above 99% of larval
mortality at concentrations from 1.25% (m v). EGR showed the lowest values of CLso
and CLoo (0.38 and 0.78% m vt). Through analysis using the Orthogonalized Partial
Least Squares (OPLS-DA) technique, it was possible to relate the a-pinene and y-
terpinene components with the tick activity. In the biological assay to evaluate the
action of these and other major components isolated and together, the combination of
a-pinene and y-terpinene, showed lower values of LCso (5.76 m v1) and LCeo (10.01
m v 1), being considered promising in the development of alternative acaricides with a
view to their use in the control of R. microplus.

Keywords: alternative control; monoterpenes; cattle tick.
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1. INTRODUCAO

Em 2019, o Brasil foi o segundo maior produtor e exportador de carne bovina
mundial, alcancando cerca de 10 milhdes de toneladas. Mas, apesar das estimativas
apontarem crescimento de 4% do rebanho bovino brasileiro em 2021, apontam
também queda de 6% da producado de carne bovina no pais (USDA, 2021). Embora o
Brasil tenha enorme potencial para expandir ainda mais sua producdo animal, 0s
parasitas representam sérios problemas para os produtores de carne bovina e de leite
(GRISI et al., 2014; JONSSON, 2006), gerando perdas econémicas de cerca de USD
13,9 bilhées por ano, quando os célculos incluiram uma combinacdo de endo- e
ectoparasitas bovinos (CHAGAS et al., 2016; GRISI et al., 2014; MONTEIRO et al.,
2012).

Rhipicephalus microplus é um dos ectoparasitas bovinos de maior relevancia
mundial e o tratamento quimico com carrapaticidas convencionais tem sido o principal
método de controle desse parasito. No mercado mundial em 2019, os carrapaticidas
representaram cerca de US $ 275,1 milhGes, em que mais da metade correspondia a
industria da pecuéaria (QUADROS et al., 2020; BORGES; SOUSA; BARBOSA, 2011).
Entretanto, ha relatos de resisténcia do carrapato bovino a varios desses produtos,
como a cipermetrina, ivermectina, amitraz, deltrametrina e fipronil (CASTRO-JANER
et al., 2010; RODRIGUEZ-HIDALGO et al., 2017; SHYMA et al., 2015).

Em um mundo sustentavel é fundamental investir no desenvolvimento de uma
industria farmacéutica fitoterapica, com solucdes para a ameaca causada por cepas
de carrapatos resistentes e doencas transmitidas por este parasito. Além disso,
produtos a base de plantas podem agregar valor aos produtos de origem animal,
possibilitando producdo de gado organico, bem como contribuir na prevencéo de
contaminac¢ao quimica de alimentos e do meio ambiente (ADENUBI et al., 2018).

Por serem biodegradaveis e de baixa toxicidade aos mamiferos (CLEMENTE
et al., 2007), os carrapaticidas de origem vegetal tem um apelo comercial muito
grande, atendendo ao clamor da populagéo por produtos sustentaveis e mais seguros
(ARAFA et al., 2021; BARAN et al., 2020; FIGUEIREDO et al., 2018; JIA et al., 2018).
Entretanto, um dos maiores problemas enfrentados no desenvolvimento de
formulacdes carrapaticidas de origem vegetal é a necessidade de material vegetal

para producao em grande escala (QUADROS et al., 2020).
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Por outro lado, entre as plantas com potencial carrapaticida, o género
Eucalyptus L'Hérit (Myrtaceae) esta entre os mais plantados no mundo. Estima-se o
valor de seis milhBes de hectares de plantagcbes, em sua maioria para industria
madeireira, onde as folhas, frutos e flores geralmente ndo sao aproveitados (CHAGAS
et al., 2002; DE OLIVEIRA; PEDRASSANI, 2017). Essas diferentes partes da planta,
podem ser utilizadas para extrair 6leo essencial (OE), que contém em sua composi¢ao
uma variedade de compostos quimicos, como monoterpenos e compostos fendlicos
(DHAKAD et al., 2018; VUONG et al., 2015).

Outro fato a ser considerado entre as etapas do desenvolvimento de
formulacbes carrapaticidas de origem natural € a necessidade de padronizacéo
quimica (QUADROS et al., 2020), pois a composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais
pode variar em funcdo de diferentes fatores (SARAC et al., 2014). Assim, visando
possibilitar a padronizacdo de formulacdo eficiente, estudos que realizem a
caracterizacdo quimica dos Oleos essenciais e identificacdo dos bioativos
relacionados a acao sobre carrapatos representam uma importante ferramenta na
identificacéo e desenvolvimento de carrapaticidas naturais (JIA et al., 2018).

O presente estudo teve por objetivo determinar a composi¢cdo quimica de oito
espécies de Eucalyptus spp. e compara-las quanto a similaridade quimica. Além
disso, este trabalho também avaliou a atividade carrapaticida dos 6leos essenciais
destas espécies frente a larvas de R. microplus visando determinar componentes

bioativos através de analise multivariada.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram utilizadas folhas de oito espécies de eucalipto, Eucalyptus smithii R.T.
Baker (ESM), Eucalyptus tereticornis Sm. (ETI), Eucalyptus urophylla S.T. Blake
(EURP), Eucalyptus grandis W. Hill (EGR), Eucalyptus alba Reinw. ex Blume (EAL),
Eucalyptus saligna Sm. (ESA), e duas espécies hibridas, Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus camaldulensis (EURC) e Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis
(EURG). Eucalyptus tereticornis Sm. é sindbnimo de Eucalyptus umbellata (Gaertn.)
Domin e Leptospermum umbellatum Gaertn. As sementes desses materiais genéticos
foram adquiridas comercialmente e as mudas foram produzidas e transplantadas no
Viveiro Experimental do Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) — Campus de Alegre, Espirito Santo,
localizado as margens da Rodovia Federal 482, que liga 0 municipio de Jerénimo
Monteiro ao de Alegre. A coleta das folhas foi realizada a partir das plantas com sete
anos, no periodo da manh&, no més de fevereiro de 2018. O clima da regido € quente
e Umido, precipitacdo média anual de 1200 mm/ano, apresentando estacfes bem
definidas, uma chuvosa e outra seca. A temperatura média anual é de 23 °C
(INCAPER, 2011) e a maior parte do relevo da &rea experimental caracteriza-se por

ser plano.

2.2 Analises quimicas

2.2.1 Extracao de Oleos essenciais (OEs), determinacado do teor de umidade e

rendimento

As amostras das folhas frescas (300 g) foram misturadas com 3 L de agua
destilada e submetidas a hidrodestilacdo por 3h a 100 °C, utilizando aparelho do tipo
Clevenger. O destilado obtido foi centrifugado por 15min a 25 °C (modelo 206 BL,

Fanem-Baby®, S&o Paulo, Brasil).
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Para determinar o teor de umidade, 10 g das folhas trituradas foram submetidos
a extracdo com 125 mL de diclorometano, através do aparelho Dean-Stark sob
destilacdo a 100 °C por 3 h. O teor de umidade foi determinado de acordo com o
método descrito por Pimentel et al., (2006). Esta técnica baseia-se no principio da
imiscibilidade dos solventes, onde torna-se possivel verificar o volume de agua no final
do procedimento (DEAN; STARK, 1920). Os teores de umidade dos 6leos e o
rendimento foram calculados a partir das equacdes 1 e 2, respectivamente:

Vi

U (%) =% .100 1)

PM °

Rendimento (%) = % (2)

100

onde, U = teor de umidade (%); Vw = volume de agua (mL); PM = material vegetal (g)

e OE = 6leo essencial (g).

Cada amostra de OE foi dividida em trés partes e armazenada a -20 °C até a
andlise de CG-EM, RMN de *H e bioensaio.

2.2.2 Analise CG-EM identificacdo e processamento de dados

As andlises CG-EM foram realizadas utilizando aparelho Shimadzu GC-2010
Plus / QP Plus 2010 acoplado a detector por ionizacdo de chama (FID) utilizando
coluna Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um). As condi¢cbes cromatogréaficas e
espectrométricas foram dadas da seguinte forma: a taxa de fluxo de gas de arraste
(hélio) foi de 1,78 mL. mint; temperatura da injegcdo. = 22 °C; temperatura da coluna.
=40 °C; split ratio = 1:5; pressédo da coluna = 100 kPa; programa de temperatura = 40
- 240 °C com 3°C. min't e 35 min de espera a 240 °C; modo de ionizagédo eletrdnica
(El) a 70 eV; faixa de massa = 30 — 700 Da; temperatura da fonte de ions= 200 °C e
temperatura da interface. = 240 °C. Aliquota de 1 pL (0,625 uyL OE/mL de
diclorometano) de cada amostra foi injetado para analise. A concentracdo de cada
constituinte foi calculada como o percentual da area de pico correspondente a area

total de todos os picos observados no cromatografo. A identificagdo dos compostos
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presentes nos OEs foi realizada comparando-se o indice de retencéo (IR), calculado
a partir da injecdo de uma mistura de alcanos lineares (Co — C26) com 0s da literatura
(ADAMS, 2007). A identificacdo também foi realizada comparando os espectros de
massa obtidos experimentalmente com os disponiveis no banco de dados do
equipamento (Wiley 7.0 e NIST 11).

Para analise de similaridade quimica e bioensaio, todos os perfis CG-EM foram
processados in silico utilizando o software MZmine. Nesta andlise, utilizou-se peak
detection, chromatogram builder, chromatogram deconvolution e join aligner dos
seguintes parametros: nivel de ruido = 1; intervalo de tempo minimo = 0,2 min; altura
minima = 1,5; m/z tolerancia = 0,1 ou 100 ppm; baseline cut-off algorithm e baseline
level =1. Os dados CG-EM processados foram exportados como tabelas de excel

contendo ID, m/z, tempo de retencédo e area de pico.

2.2.3 Analise de RMN e processamento de dados

Um total de oito O6leos essenciais de eucalipto foram analisados por
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear usando um espectrometro Bruker,
Avance Il 500 MHz. Para obter o espectro de H, 100 yL de cada amostra foi diluido
em 600 pL de CDsOD a 0,05% v/v, contendo TMSD, 99,8%. Piridina (1,75% m v1) foi
utilizada como padréo interno nos experimentos com CDCls. Para aquisicdo do
espectro unidimensional de prétons (RMN de *H) foram obtidas 100 varreduras, e para
13C, 1000 varreduras utilizando a sequéncia de pulso ZG30.

Os dados obtidos pela analise de RMN de 'H foram processados usando o
software MestreNova versdo 8 (Mestrelab Research S.L.°) antes da andlise
multivariada (SAMPAIO; EDRADA-EBEL; DA COSTA, 2016). Os espectros de RMN
de 'H dos respectivos extratos foram alinhados e processados no modo espectro
ativo. Pré-processamento incluiu a corre¢cdo de linha de base usando o método
Whittaker-Smoother, apodizacdo estava em uma fungcdo gaussiana de 1 GB [Hz], a
normalizag&o estava no sinal mais alto equivalente a 100, suavizagéao foi feita com o
método Savitzky-Golay, a faixa de intervalo para o espectro completo usou um valor
de 0,01 ppm, em seguida, submetido a uma segunda etapa de normalizacdo para
normalizar a intensidade de cada intervalo. Os dados de RMN processados foram

exportados como tabelas do Excel contendo a intensidade dos sinais para cada
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deslocamento quimico em intervalos de 0,01 ppm. Foram utilizados valores de
deslocamento quimico entre 0 a 10 ppm para os dados espectrais 'H. Os picos de

solvente para CD3OD foram excluidos manualmente no MS-Excel.

2.3 Bioensaio

As larvas de Rhipicephalus microplus utilizadas no bioensaio foram
provenientes da postura de fémeas ingurgitadas da cepa MOZO mantidas pela
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizada no municipio de
Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, sendo a cultura de carrapatos aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animas (registro CEUA - n° 4667181218/2019). Fémeas
ingurgitadas foram lavadas em agua destilada, secas, colocadas em placas de Petri e
mantidas dentro de camara climatizada (27+1 °C e umidade relativa (RH) >80 %) para
oviposicao. Apos 21 dias, os ovos foram pesados em aliquotas de 200 mg, colocados
em seringas plasticas de 5 mL com corte de extremidade distal, e fechados com
algodao hidrofilico. As seringas foram entdo mantidas sob as mesmas condicdes de
temperatura e umidade mencionadas anteriormente. Para realizacdo dos testes foram
utilizadas larvas de 14 a 21 dias apos a eclosdo. O experimento foi realizado no
Laboratorio de Zoologia do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da

Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, Espirito Santo.

2.3.1 Teste de pacote larval (LPT)

O teste do pacote larval foi realizado de acordo com Stone; Haydock, (1962),
adaptado por Monteiro et al., (2012). Aproximadamente 100 larvas foram colocadas
no centro de papel filtro medindo 6x6 cm. Estes papéis foram entdo dobrados, e as
bordas foram seladas com clipes bulldog. Cada pacote foi umedecido em cada lado
com 90 pL da solucéo a ser testada. Agua destilada e 3% (m v1) o solubilizante Tween
80® foram utilizados como tratamento controle negativo. Os grupos experimentais
foram mantidos dentro de cadmaras climatizados a 27+1 °C e UR >80£10 %. Apoés 24
horas, os pacotes foram abertos, e tanto as larvas vivas quanto as mortas foram

contabilizadas. A capacidade das larvas de se movimentarem na superficie do papel
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filtro foi usada como critério para determinar se as larvas estavam vivas ou mortas. A

mortalidade foi expressa em porcentagem (larvas mortas totais x100 / larvas totais).

Experimento 1 — Triagem para sele¢cdo dos OEs com maior atividade

O efeito dos OEs das espécies E. smithii, E. tereticornis, E. urophylla, E.
grandis, E. alba, E. saligna, e as espécies hibridas E. urophylla x E. camaldulensis, e
E. urophylla x E. grandis, nas concentracdes de 7,5; 5,0; 2,5 e 1,25% (m v't), em trés
repeticdes, solubilizados em Tween 80® a 3% (m v!), sobre a mortalidade de larvas
de R. microplus foi avaliado. Os resultados foram submetidos a andlise descritiva e
expressos como percentual de mortalidade média + erro padrdo da média nas
concentracdes. Foram selecionados os OEs que apresentaram mortalidade proxima
a 100% para o calculo de CLso e CLoo, que foram testados nas concentracées de 0,06
a 2% (m v1), solubilizados em Tween 80® a 3% (m v1), com seis repeticdes de cada
concentracdo. Os dados de mortalidade larval e composi¢do quimica de cada OE
foram confrontados e submetidos a analise multivariada para determinacdo de
componentes bioativos. Com base nos resultados, o OE da espécie que apresentou
maior atividade carrapaticida comparado as demais espécies, foi selecionado para os

testes seguintes.

Experimento 2 — Determinacédo de valores de CLso e CLoo de componentes
majoritarios e suas misturas

Para validar os resultados obtidos sobre a relacdo dos componentes bioativos
no efeito sobre a mortalidade larval, a atividade carrapaticida dos componentes
majoritarios do OE da espécie E. grandis, foi avaliada individualmente e também das
misturas entre eles. Os valores de CLso e CLgoo de trés componentes majoritarios,
limoneno, y-terpineno e p-cimeno, foram determinados através do LPT nas
concentragées de 0,25 a 7,5% (m v!) de cada componente separadamente, diluidos
em Tween 80® a 3% (m v1), com seis repeticdes cada. As misturas e proporcées
testadas foram y-terpineno (29% m vt) + a-pineno (71% m v1); y-terpineno (24,2% m
v1) + a-pineno (59,1% m vt) + p-cimeno (16,7% m v1); y-terpineno (23,2% m v?) + a-
pineno (57% m v1) + p-cimeno (16,1% m v1) + limoneno (3,7%); y-terpineno (21,5%
m v1) + a-pineno (53,8% m v1t) + p-cimeno (15,1% m v1) + 1,8-cineol (9,2% m v1); y-
terpineno (21,2% m v1) + a-pineno (52% m v1) + p-cimeno (14,16% m v1) + 1,8-cineol

(8,9% m v1) + limoneno (3,3% m v!). Para determinacédo dos valores de CLsoe CLgo
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de cada mistura, foram testadas as concentracdes de 1 a 25% (m v1), diluidos em
Tween 80®a 3% (m v1) com seis repeticdes. As concentracdes letais (CLso e CLoo) €
seus respectivos limites de confianga (IC 95 %), foram calculadas por meio do modelo
de Probit, realizado pelo software RStudio (v. 1.3.1093).

2.4 Anédlise quimiométrica

Para a andlise de similaridade quimica, a Analise Hierarquica de Agrupamentos
(HCA) e a Anélise de Componente Principal (PCA) foram realizados pelo software R
(v.3.5.1; R Development Core Team, Viena, Austria) a fim de determinar tendéncias
de agrupamentos. A matriz de dados de CG-EM e RMN de 'H foram analisadas
separadamente. Para a analise de atividade biologica (in silico), Minimos Quadrados
Parciais Ortogonalizado — Analise Discriminate (OPLS-DA), foi realizada através do
software SIMCA-P (v. 13.0.2.0; Umetrics, Sweden), para determinar oS compostos
mais correlacionados com a atividade larvicida. Os dados de CG-EM e RMN de H
foram analisados por matriz concatenada, que foi gerada pela fusdo dos dados
(FORSHED et al., 2007) ap6s o procedimento de escalonamento de cada bloco,
separadamente (SAMPAIO; EDRADA-EBEL; DA COSTA, 2016). O modelo OPLS-DA
foi gerado a partir de matriz concatenada em conjunto com os resultados dos testes
biolégicos. A qualidade do modelo foi descrita pelo coeficiente de explicacéo (R2X),

pelo coeficiente de correlacdo (R?Y) e pelo coeficiente de predicdo (Q?) e ANOVA.

3. RESULTADOS

3.1 Rendimento e composicao quimica de 6leos essenciais de Eucalyptus spp.

Os rendimentos dos Oleos essenciais de Eucalyptus spp. variaram de 0,35 a
1,36 % (m m1), cujos maiores rendimentos de 6leo foram encontrados para o hibrido
E. urophylla x E. camaldulensis (1,36%), seguido por E. smithii (1,02%), Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus grandis (0,85%), E. tereticornis (0,71%) e E. grandis (0,69%)
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Composicéo quimica e rendimento dos 0leos essenciais de Eucalyptus spp. cultivado na regido sul do Estado do

Espirito Santo, Brasil.

(continua)

Componentes FM RT* IR*calc. Rl iit. Eucalyptus spp. — &rea de pico (%)

EAL EGR EURP ESA ETI ESM EURC EURG
isobutyl isobutirato CsH1602 8,13 909 908 0,6
a-tujeno C1oH16 8,5 917 924 0,81 0,17
a-pineno CioHis 8,77 923,44 932 28,34 4565 38,11 0,24 84,47 8,04 4,82 34,73
canfeno CioHis 9,37 936,8 946 0,21 0,49 0,26 0,43
B-pineno CioHis 10,57 964 974 0,62 22,21 0,19 0,44 0,22
mirceno CioHis 11,39 982,67 988 0,16 0,5 0,19 0,34 0,11
a-felandreno CioHis 11,89 994 1002 0,16 0,54 31,94 0,31 0,08
isoamil butirato CoH1802 12,46 1006 1007 0.40
a-terpineno CioHis 12,46 1006 1014 0,31
p-cimeno CioHi14 12,86 1014,13 1020 1,13 0,53 767 065 2,72 0,61 2,74
B-felandreno CioHis 13,02 1018 1025 2,83
o-cimeno CioH14 13,04 1018 1022 12,86
Limoneno CioHis 13,07 1018,63 1024 32,6 2,92 3,42 2,66 7,35 7,07 6,07
1,8-cineol CioH180 13,19 1021,14 1026 25,47 7,81 4,07 67,46 70,96 37,08
(2)-B-ocimeno CioHis 13,63 1030 1032 1,72 0,41 1,56
(E)-B-ocimeno CioHis 13,96 1037 1044 0,08 0,21
y-terpineno CioHis 14,55 10495 1054 0,46 1859 0,71 0,45 0,11 0,29 0,09
terpinoleno CioHis 15,95 1078 1086 0,77 0,33 0,56 0,18 0,12
isopentil isovalerato CioH2002 16,94 1098,67 1102 0,11 0,15
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Tabela 1 — Composicéo quimica e rendimento dos 6leos essenciais de Eucalyptus spp. cultivado na regidao sul do Estado do
Espirito Santo, Brasil.
(continuacéo)

Componentes FM RT* IR*calc. Rl iit. Eucalyptus spp. — &rea de pico (%)

EAL EGR EURP ESA ETI ESM EURC EURG
endo-fencol CioH18O 17,17 1103 1114 0,12 0,26
a-camfolenal CioH160O 17,8 1116 1122 0,17 0,16
trans-pinocarveol Ci0H160 18,37 1128 1135 0,13
borneol CioH180 19,78 1156,33 1165 0,13 0,39 0,46
terpinen-4-ol CioH180 20,33 1167,2 1174 0,15 0,65 0,34 0,61 0,3
a-terpineol CioH180 20,99 1180,57 1186 0,65 0,94 0,43 1,74 2 2,78
a-terpinil acetato Ci2H2002 28,47 1339,75 1346 6,28 1,92 11,73 12,79
(E)-cariofileno CisHas 31,39 1405,67 1417 0,25 6,48 0,74
trans-a-bergamoteno CisHaa 32,22 1425 1432 0,16
aromadendreno CisHaa 32,23 1425 1439 1,28
a-humuleno CisHaa 32,86 1440 1452 0,71
alloaromadendreno CisHzs4 33,17 1447 1458 0,34
ledeno CisHaa 34,73 1484 1496 3,45
biciclogermacreno CisHaa 34,73 1484 1500 0,24 4,96
germacreno B CisHaa 37,3 1546 1559 0,15
palustrol CisH26O 37,62 1554 1567 0,31
espatulenol CisH220 38,04 1564 1577 0,12 2,63 4,02 154
y-eudesmol CisH260 40,59 1628,5 1630 3 1,28

a-acorenol CisH260 40,88 1636 1632 2.4
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Tabela 1 — Composicéo quimica e rendimento dos 0leos essenciais de Eucalyptus spp. cultivado na regido sul do Estado do

Espirito Santo, Brasil.

(concluséao)

Componentes FM RT* IR*calc. Rl iit. Eucalyptus spp. — &rea de pico (%)

EAL EGR EURP ESA ETI ESM EURC EURG
B-eudesmol CisH260 40,89 1636 1649 0,51
agarospirol CisH260 41,01 1640 1646 0,69
Monoterpenos hidrocarbonetos 80,73 66,61 45 88,13 19,31 13,49 46,04
Monoterpenos Oxigenados 3291 11,71 4,5 0 1,16 69,55 8545 53,96
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 0,49 0 1192 6,19 0,16 0 0 0
Sesquiterpenos Oxigenados 0,12 0 4,14 4,02 6,94 1,28 0 0
Nao identificado (%) 024 756 12,84 44,78 3,6 9,85 1,07 0
Total identificado (%) 99,76 92,44 87,16 55,22 96,4 90,15 98,93 100
Rendimento OE (%) 0,37 0,69 0,35 0,44 0,71 1,02 1,36 0,85

Legenda: CAS = Servigo de Resumo Quimico; FM = férmula molecular; MM = massa molar (g/mol); RT = tempo de retencao (min.); Rllit. = indice de retencao
literatura de Adams (2007); Rlcalc. = indice de reten¢éo calculado em relac@o a n-alcanos (C9-C26) em uma coluna Rtx-5MS; MS = espectro de massa da
biblioteca Wiley 7.0 e NIST 11; Espécies de eucalipto estudadas: E. alba (EAL), E. saligna (ESA), E. urophylla (EURP), E. grandis (EGR), E. tereticornis, E.
smithii (ESM), E. urophylla x E. camaldulensis (EURC) e E. urophylla x E. grandis (EURG).
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A composicdo quimica das espécies de Eucalyptus spp. investigadas
apresentou predominancia de monoterpenos de hidrocarbonetos, (mais de 66%), nas
espécies Eucalyptus tereticornis (ETI), Eucalyptus grandis (EGR), Eucalyptus alba
(EAL) e Eucalyptus urophylla (EURP), mostrando a-pineno como componente
principal. A classe dos monoterpenos oxigenados, (mais de 53%), foi a segunda
classe mais produzida presente nas espécies Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis (EURG), Eucalyptus smithii (ESM) e Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
camaldulensis (EURC), em que o 1,8-cineol (eucaliptol) foi o principal composto
encontrado. Observou-se também a presenca de sesquiterpenos oxigenados e
sesquiterpenos de hidrocarbonetos em baixas concentracfes, variando de 0,12-
6,94% e de 0,16-11,92%, respectivamente.

3.2 Analise de similaridade quimica entre espécies de eucalipto

O processamento dos dados de CG-EM e RMN de *H das oito espécies gerou
duas matrizes independentes, contendo 1712 e 1001 variaveis, respectivamente.

Na analise HCA, a distancia Euclidiana e o algoritmo de ligagdo Ward.D foram
usados para realizar o estudo. Estes resultados mostraram que, independentemente
da ferramenta analitica usada, ESM e EURC séo significativamente diferentes das
outras espécies (Figuras 1-A e 1-D). Também foi observado que todos os resultados
obtidos das diferentes formas de analise de dados (CG-EM e RMN), seja de forma
isolada ou concatenados foram semelhantes.

Na andlise de PCA, as matrizes obtidas com os dados de CG-EM e RMN de H
explicaram, respectivamente, 99% and 98% da variancia apresentada a partir de 6
componentes principais. A analise de PCA e as variaveis peso (loadings) de CG-EM
apontaram para as variaveis a-pineno e 1,8-cineol como 0s compostos que
discriminaram essas duas espécies das demais (Figuras 1-B e 1-C). Conforme ja
verificado na Tabela 1, existem altas concentracbes de 1,8 cineol e baixas
concentracdes de a-pineno nas especies ESM e EURC, justificando a diferenciacédo
destas. Os dados de RMN de 'H também corroboram com os resultados de
similaridade quimica, o que contribui para a confiabilidade dos resultados obtidos
(Figuras. 1-D e 1-E).
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Figura 1 - Analise de similaridade quimica de oOleos essenciais de espécies de
Eucalyptus spp., empregando dados de CG-EM e RMN de 'H por andlise

multivariada.
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Legenda: (A) analise de HCA de dados de CG-EM; (B-C) PCA e variaveis peso (loadings) de dados de

CG-EM; (D) analise de HCA de dados RMN de *H; (E-F) PCA e loadings de dados de RMN de H.
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3.3 Bioensaio

Ao avaliar o efeito dos Oleos essenciais extraidos das diferentes espécies do
género Eucalyptus spp. sobre larvas de carrapato da espécie R. microplus, observou-
se atividade carrapaticida contra essas formas de vida do parasito. Os valores de

mortalidade obtidos se encontram na Tabela 2.

Tabela 2- Valores de mortalidade média de larvas de Rhipicephalus microplus
submetidas a 6leos essenciais extraidos das oito espécies de eucalipto avaliadas, em
diferentes concentracoes.

Concentragdes % (m v1)

Espécies
0,00 1,25 2,50 5,00 7,50
EAL 5,01 + 3,27* 5,59 + 0,77 47,22 + 3,62 97,55+1,72 95,53 + 3,48
EGR 5,01 + 3,27 100,00 £ 0,00 100,00 £0,00 100,00 +0,00 100,00 * 0,00
EURP 5,01 + 3,27 5,41 + 0,09 18,37 + 3,89 63,83 +£2,30 93,62 +4,43
ESA 5,01 + 3,27 7,84 £ 0,90 26,10 + 4,97 86,55 + 2,56 93,65+ 2,30
ESM 5,01 + 3,27 0,00 £ 0,00 9,97 + 2,49 65,34+ 7,75 100,00 + 0,00
ETI 5,01 + 3,27 100,00 £ 0,00 100,00 £0,00 100,00 +0,00 100,00 * 0,00
EURC 5,01 + 3,27 231+1,34 21,06 +5,61 96,40 + 1,80 98,25+ 0,93
EURG 5,01 + 3,27 100,00 + 0,00 99,04 +0,48 100,00 £ 0,00 100,00 + 0,00
Controle negativo 1,09 +1,09 1,09 +1,09 1,09 + 1,09 1,09 £ 1,09 1,09 + 1,09

Legenda: * Erro padrdo da média; EAL: E. alba; EGR: E. grandis; EURP: E. urophylla; ESA: E. saligna;
ESM: E. smithii; ETI: E. tereticornis; EURC: Eucalyptus urophylla x Eucalyptus camaldulensis; EURG:
Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis

Frente aos resultados observados, em que EGR, ETl e EURG apresentaram
valor de 100% de mortalidade a partir de 1,25% (m v1), foi feita a determinacéo das
concentracdes letais para 50 e 90% das larvas (CLso e CLgo) dessas trés espécies de
eucalipto com maior atividade carrapaticida (Tabela 3). Os valores de CLso
apresentados pelo 6leo essencial de EGR, ETIl e EURG foram de 0,38, 0,56 e 0,84 %
(m v1) e os valores observados de CLgo foram de 0,79, 1,02 e 1,83 % (m v?),

respectivamente.

Tabela 3 - Valores de CLso e CLoo sobre as larvas de Rhipicephalus microplus em
diferentes tratamentos.

(continua)
Desvio R2

CLsoa (95% ICP) CLaoc (95% ICP)

Tratamentos

E. grandis 0,38 (0,35-0,41) 0,79 (0,70-0,90) 405 0,96

E. tereticornis 0,56 (0,53-0,59) 1,02 (0,95-1,12) 488 0,90
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Tabela 3 - Valores de CLso e CLoo sobre as larvas de Rhipicephalus microplus
em diferentes tratamentos.
(concluséao)

Tratamentos CLsoa (95% ICP) ClLooc (95% IC?)  Desvio R2
E. urograndis 0,84 (0,78-0,90) 1,83 (1,59-2,22) 3,77 0,95
p-cymd 1,30 (1,25-1,35) 2,48 (2,36-2,62) 457 094
lim® 1,73 (1,64-1,84) 3,55 (3,24-3,95) 413 0,90
y-ter? 2,04 (1,97-2,12) 3,99 (3,76-4,26) 4.4 0,97
1,8-cin* 10,85 (10,41-11,30) 19,18 (18,62-21,24) 4,90 0,93
a-pint 37,58 (32,96-44,13) 4 1,90 0,98
a-pint + y-ter? 5,76 (5,37-6,15) 10,01 (9,25-11,02) 534 0,96
a-pint + y-ter? + p-cym? 11,31 (10,09-13,28) 25,61 (20,06-37,39) 3,60 0,94
a-pint + y-ter? + p-cym?3 + 1,8-cin® 10,11 (9,52-10,72) 19,06 (17,22-21,79) 4,65 0,97

a-pint + y-ter? + p-cym® + 1,8-cin* + lim> 16,37 (15,40-17,56) 30,407 (26,61-36,96) 4,76 0,98

Legenda: ! a-pineno; 2 y-terpineno; 2 p-cimeno; # 1,8 cineol; ® limoneno; 2 Concentragéo letal suficiente
para matar 50% das larvas; ? 95% de intervalo de confianga; ¢ Concentragéao letal suficiente para matar
90% das larvas; 9 N&o foi possivel identificar o valor de CLgo.

Para os componentes majoritarios, limoneno, y-terpineno, p-cimeno, 1,8 cineol
e a-pineno foram determinados os valores de CLso de 1,73, 2,04, 1,30, 10,85 e 37,58%
(m v1), respectivamente. Ja, entre os valores de ClLgo observados, o p-cimeno
demonstrou menor valor, 2,48% (m v1), seguido do limoneno 3,55% (m v1), y-
terpineno 3,99% (m v') e 1,8 cineol com 19,18% (m v''). Para o componente a-pineno,
nao foi possivel obter dados de CLgo pois apresentou baixa atividade mesmo em altas
concentracdes. Os valores de CLso e CLoo da mistura dos componentes majoritarios

também se encontram na Tabela 3.

3.4 Determinacdo de componentes bioativos através de OPLS-DA

A matriz concatenada foi submetida a analise multivariada para determinacao
de componentes bioativos por OPLS-DA. A essa matriz foi adicionada a variavel Y de
acordo com os resultados obtidos nos testes biolégicos na concentracdo de 6leo de
1,25% (m v!) (Tabela 2). Esse modelo de classificacdo proporcionou excelente

separacao entre dois grupos (Figura 2-A) usando trés componentes principais a um
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nivel de significancia de 0,05, resultando nos seguintes coeficientes: R2X = 0,79, R2Y

= 0,93 e Q2 = 0,61. A qualidade do ajuste do modelo proposto foi confirmada

observando a CV-ANOVA (p <0,0001) (Figura 2-B), e observando a validagao cruzada

a partir da raiz quadrada do erro médio (RMSEcv = 0,25) indicando significancia

estatistica. A selecdo das variaveis foi realizada por meio do S-plot (Figura 2-C). A

partir desta analise supervisionada OPLS-DA, duas variaveis foram altamente

correlacionadas com a atividade carrapaticida: a-pineno e y-terpineno.

Figura 2 - Modelo OPLS-DA do perfil metabdlico dos OEs de Eucalyptus spp. para
predicdo de compostos bioativos frente larvas de Rhipicephalus microplus
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Legenda: (A) Plotagem das espécies, (B) Plotagem da validagédo cruzada (C) S-plot e compostos
bioativos. Variaveis relevantes estdo destacadas em vermelho.
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4. DISCUSSAO

Apesar do presente estudo apontar para a produgédo de compostos da classe
dos hidrocarbonetos monoterpénicos, tendo como composto majoritario o a-pineno,
este fato ndo se repete nos demais estudos realizados com espécies de eucalitpto.
Em estudo realizado por Elaissi et al., (2011), que avaliou a composi¢cao quimica do
Oleo essencial de folhas de 20 espécies do género Eucalyptus advindos do norte da
Tunisia, mostrou que a classe principal de componentes encontrados foi de
monoterpenos oxigenados, em que o 1,8-cineol foi o principal componente majoritario
presente. A classe dos sesquiterpenos oxigenados foi a segunda classe principal
representada essencialmente por borneol. Somente a terceira classe predominante
encontrada foi a dos monoterpenos hidrocarbonetos, principal classe encontrada no
presente estudo, em que o a-pineno foi 0 composto principal dentro desta classe,
assim como no estudo de Elaissi et al., (2011).

Os componentes majoritarios relatados por Elaissi et al. (2011) na composi¢ao
do OE da espécie EGR também apresentaram diferencas entre os resultados do
presente estudo. No estudo anterior foram observados niveis relevantes de alfa-
felandreno (6,3 = 4,2%), biciclogermacreno (6,7 £ 3,1%), p-cimeno (11,7 + 3,2%),
espatulenol (15,3 £ 5,8%) e criptona (5,7 £ 2,3%), em que alguns destes componentes,
como criptona, ndo foram identificados na caracterizacdo do OE da espécie EGR
realizada no presente estudo. Os componentes majoritarios ha composicdo quimica
do 6leo essencial da espécie E. tereticornis relatadas por Elaissi et al. (2011), também
diferiram dos majoritarios para essa espécie observados no presente estudo. Para o
Oleo essencial da planta advinda da Tunisia, p-cymeno (17,5 %), espatulenol (12,5%)
e limoneno (10%) apresentaram as maiores concentragdes na composi¢do do 6leo
essencial.

De acordo com 0s nossos resultados, entre as oito espécies avaliadas, ETI foi
a espécie que mais produziu a-pineno (84,47%), superando a producdo de outros
cultivares da mesma espeécie. Anteriormente havia sido relatado valor na literatura de
30,1% de a-pineno em cultivares indianas (KAUR et al., 2011). No presente estudo, a
espécie hibrida E. urophylla x E. camaldulensis apresentou as maiores concentracdes
de 1,8-cineol (70,25%), Tabela 1. Valor semelhante ao relatado por Gallon et al.,
(2020) em cultivares dessa espécie cultivadas em SC-Brasil e em cultivares de E.
tereticornis cultivadas no CE-Brasil (COELHO-DE-SOUZA et al., 2005). No entanto,
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concentracfes elevadas desse composto ja foram relatadas em E. saligna (93,2%)
em cultivares Argentinos (TOLOZA et al., 2006), mas néo foi verificado para esta
espécie no presente estudo.

Essas diferencas encontradas reforcam que apesar de espécies de plantas do
mesmo género apresentarem composicdo semelhante, essa composi¢cao pode variar
de acordo com niveis de nutrientes do solo, incidéncia de luz solar, sazonalidade,
estagio de desenvolvimento da planta, dentre outros fatores (JEMAA et al., 2012;
VINTURELLE et al.,, 2017). Mesmo entre exemplares da mesma espécie, 0S
componentes do OE podem apresentar variacbes em sua composicdo e,
consequentemente, variacdo na atividade biologica (LIMA et al., 2018; SAMPAIO;
EDRADA-EBEL; DA COSTA, 2016).

A atividade carrapaticida apresentada pelos OEs das espécies EGR, ETI e
EURG foram as mais eficientes em comparacdo as demais espécies testadas no
presente trabalho (Tabela 2) e se mostraram promissoras em relacdo a outras
espécies de Eucalyptus spp. ja testadas. Chagas et al. (2002), ao avaliar o efeito
carrapaticida de trés espécies deste género nas concentracdes de 1, 5, 10, 20 e 30%
(m v!) dos OEs solubilizados em metanol, reportaram 100% de mortalidade ap6s a
exposicao larval ao 6leo essencial de E. citriodora e E. staigeriana a partir da
concentracdo de 10% (m v1). Ja o 6leo essencial da espécie E. globulus apresentou
mortalidade de 100% das larvas apenas na concentragdo de 20% (m v!). Nesse
estudo os autores nao relataram a composicdo quimica dos OEs.

Apesar do estudo de diversidade quimica agrupar espécies de Eucalyptus spp.
gue apresentam OEs com composicdo quimica semelhante, nem sempre a atividade
biolégica apresentada pelos OEs destas espécies apresentara resultados
semelhantes. Tal fato pode ser observado para os OEs das espécies ESM e EURC
gue se encontram no mesmo grupo (Figuras 1-A e 1-B) e apresentam valores
discrepantes para atividade carrapaticida (Tabela 2). A partir da concentragcédo de 5%
(m v1) o 6leo essencial de EURC apresentou mortalidade larval acima de 96%. Ja
ESM, apresentou valor de mortalidade larval de apenas 65,34% na mesma
concentracdo. Por outro lado, as espécies EGR, ETl e EURG, pertencentes ao outro
grupo, apresentaram valores de mortalidade larval acima de 99% a partir da
concentracdo de 1,25% (m v1).

Embora o OE de espécies de Eucalyptus spp. pertencentes a um mesmo grupo

apresente constituintes quimicos em comum, pequenas variacbes no teor desses
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constituintes e/ou a diferenca na composi¢ao quimica dos OEs entre as espécies pode
resultar em diferentes respostas biologicas, devido as complexas interacdes entre 0s
componentes quimicos (ALBUQUERQUE et al., 2013; LIMA et al., 2018).

Considerando que os OEs sdo constituidos por uma mistura complexa de
constituintes quimicos (COSTA et al., 2015), e que apenas a partir das informacdes
do estudo de diversidade quimica ndo € possivel estabelecer uma relacéo direta com
a atividade biolégica dos OEs, a realizacdo de estudos envolvendo modelos
matematicos para correlacionar a composi¢ao quimica dos OEs e os resultados de
atividade biologica sao relevantes para o direcionamento dos trabalhos de pesquisa.
A realizacdo destes estudos permite a identificacdo de constituintes quimicos
presentes nos OEs, como componentes bioativos, que estejam associados a atividade
carrapaticida. O desenvolvimento de formulagdo padronizada a partir da mistura
destes componentes minimiza as variacdes observadas na atividade biolégica que
pode existir em funcdo de variagdes sazonais ha composicdo quimica e/ou teor dos
constituintes quimicos presentes no OE (CERCEAU et al., 2020, QUADROS et al.,
2020).

Os resultados obtidos pela analise utilizando Minimos Quadrados Parciais
Ortogonalizado — Andlise Discriminate (OPLS-DA) para correlacionar a composicao
guimica e atividade biologica de cada espécie de Eucalyptus spp., apontaram que 0s
componentes majoritarios a-pineno e y-terpineno estariam associados ao efeito
biolégico dos OEs (Figura 2-C). Estudos anteriores ja apontaram atividade
carrapaticida e inseticida de OEs que possuem em sua composi¢ao 0S monoterpenos
a-pineno e y-terpineno (APEL et al., 2009; CETIN et al., 2010; TRABOULSI et al.,
2002). Apel et al. (2009), reportaram mortalidade de 100% das larvas de R. microplus
submetidas ao 6leo essencial de Cunila incana na concentracéo de 0,25% (m v'), que
pOSSui 0 a-pineno como componente majoritario (26,7%).

Entretanto, a influéncia dos demais componentes do OE no efeito sobre os
carrapatos ndo deve ser ignorada. Os OEs séo constituidos de mistura variada de
componentes, chegando a conter em sua composicao até cerca de 60 constituintes
em concentragbes diferentes (BAKKALI et al., 2008; COSTA et al., 2015). O
sinergismo, antagonismo e efeito aditivo entre tais componentes vém sendo relatados
em estudos recentes (DHINAKARAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019; VINTURELLE
et al., 2017). Dhinakaran, Mathew e Munusamy (2019), ao avaliarem a ocorréncia de

sinergismo entre combinagdes de diferentes monoterpenos como y-terpineno e
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limoneno, observaram interacao sinérgica entre eles e até mesmo efeito aditivo na
atividade contra larvas de Aedes aegypti.

Assim, no intuito de validar o resultado da analise multivariada que evidenciou
0Ss componentes majoritarios relacionados com a atividade biologica, e verificar a acéo
sinérgica entre eles, foi escolhido o OE de EGR e seus constituintes majoritarios,
incluindo, a-pineno e y-terpineno para serem testados em combinacédo. O constituinte
p-cimeno demonstrou maior eficacia contra larvas de R. microplus, com valores de
ClLso de 1,30% (m v1), e CLoode 2,48% (m v1). No estudo realizado por Lima et al.
(2018), dentre os monoterpenos avaliados, p-cimeno também foi o constituinte que
apresentou maior atividade carrapaticida (CLso 0,14% m v!). Esse monoterpeno
hidrocarboneto € encontrado em 6leos essenciais de varias espécies e, segundo
estudos, contribui com a alta acéo carrapaticida do 6leo essencial de O. gratissimum
(CRUZ et al., 2013; LAGE et al., 2015; LIMA et al., 2018).

Os menores valores de CLso e CLgoo foram os apresentados por limoneno (1,73
e 3,55% m v1) e y-terpineno, (2,04 e 3,99% m v1). Entretanto, Cardoso et al. (2020)
relataram que o limoneno possui baixa toxicidade sobre larvas de R. microplus.
Cardoso et al. (2020), ainda no mesmo estudo, relataram atividade carrapaticida do y-
terpineno com valor de CLso de 0,31% (m v1). Assim como Lima et al. (2018), que ja
haviam relatado valor semelhante (CLso 0,30% m v?!) para y-terpineno. Varios
monoterpenos aromaticos derivam do y-terpineno, sendo assim, estes sao
normalmente encontrados juntos na composicdo de 6leos essenciais (LIMA et al.,
2018; POULOSE, 1978).

Os resultados do presente estudo apontaram a baixa atividade carrapaticida
dos componentes majoritarios a-pineno (CLso 37,58% m v1) e 1,8 cineol (CLso 10,85%
m v!e ClLoo 19,18% m v1), quando isolados. Essa ineficiéncia carrapaticida do 1,8
cineol ja havia sido relatada por Hie; Cauquil; Fokou, (2014) e Cardoso et al., (2020),
gue sugeriram que este constituinte ndo é absorvido pelas larvas de R. microplus,
provavelmente devido a sua caracteristica hidrofébica (CASTRO et al., 2018), ou
através da formacao de filme que impede a passagem do composto pela cuticula do
parasito (CHAGAS et al., 2002).

Estudos tém demonstrado que o0s Oleos essenciais apresentam atividade
biologica superior a de seus componentes isolados (MIRESMAILLI; BRADBURY;
ISMAN, 2006; SINGH; KOUL; RUP, 2009). Os resultados apresentados neste trabalho

estdo de acordo com a literatura, uma vez que o EGR demonstrou maior eficiéncia
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sobre larvas de R. microplus (CLso 0,38% m v! e CLeo 0,78% m vt), quando
comparado a seus constituintes majoritarios testados isoladamente.

Apesar de alguns componentes majoritarios terem apresentado atividade
larvicida consideravel quando isolados (Tabela 3), para uma formulacdo que diminua
as chances do desenvolvimento de resisténcia pelas populacbes de carrapatos, é
interessante que sejam combinados diferentes componentes bioativos para variar 0s
mecanismos de acao, assim como ocorre no 6leo essencial (BLANCO et al., 2017;
EBADOLAHI ET AL, 2020).

Assim, através dos resultados do ensaio biolégico da mistura dos componentes
majoritarios do OE de EGR, a combinacdo de a-pineno e y-terpineno apresentou 0s
menores valores de CLso e ClLoo (5,76 e 10,01% m vi, respectivamente), quando
comparados as demais misturas. Esses componentes, a-pineno e y-terpineno,
também foram apontados pela analise multivariada como relacionados a atividade
carrapaticida.

O aumento na atividade carrapaticida observada pela mistura dos constituintes
majoritarios no presente estudo, pode ser atribuida ao efeito sinérgico de
combina¢cBes de compostos com diferentes mecanismos de acdo (BLANCO et al.,
2017). Embora, o0 modo de acédo dos componentes do OE seja apenas parcialmente
compreendido (DHINAKARAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019), existem relatos de
que devido a ampla variagdo no modo de acdo dos 6leos essenciais e de seus
constituintes, o desenvolvimento de resisténcia € dificultado, sendo uma importante
ferramenta para o controle de pragas (EBADOLLAHI; ZIAEE; PALLA, 2020; SALMAN
et al., 2020).

Embora a atividade carrapaticida de espécies do género Eucalyptus spp. ja
tenha sido demonstrada em estudos anteriores (ALVES et al., 2014; COSTA et al.,
2008; DE OLIVEIRA; PEDRASSANI, 2017), a maioria deles avaliaram o extrato
etandlico e ndo o efeito dos 6leos essenciais. Apesar de haver pouca informacéo
disponivel sobre o efeito dos 6leos essenciais das diferentes espécies de eucalipto
sobre carrapatos da espécie R. microplus, o referido estudo expande o conhecimento
existente na literatura a respeito da atividade carrapaticida de OEs das espécies de

eucalipto.
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5. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos pela anélise de similaridade quimica, as espécies
ESM e EURC formaram 0 mesmo grupo, tanto para os dados de CG-EM quanto para
RMN, diferenciando-se significativamente de todas as demais espécies avaliadas.
Entretanto, apesar da similaridade quimica, ndo apresentaram atividade bioldgica
semelhante. Os OEs das espécies ETl, EURG e EGR apresentaram atividade
carrapaticida relevante na menor concentracéo testada (1,25% m v), demonstrando
potencial para controle do carrapato da espécie R. microplus. Os resultados obtidos
na analise multivariada apontaram 0s componentes a-pineno e y-terpineno como

possiveis componentes bioativos relacionados ao efeito carrapaticida.
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