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RESUMO

O Rhipicephalus microplus causa perdas significativas a pecuéria bovina e 0s prejuizos
aumentam proporcionalmente ao desenvolvimento de resisténcia aos principais acaricidas.
Neste cendrio, a homeopatia e a fitoterapia tém despontado como possibilidades terapéuticas
para o0 controle deste ixodideo. Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de
bioterapicos, realizar triagem de substancias naturais bioativas contra R. microplus e avaliar
eficacia em bovinos artificialmente infestados. Com esse proposito, quatro bioterapicos de R.
microplus, catorze extratos vegetais da Flora Brasileira e trés substancias isoladas foram
avaliadas. Na primeira etapa foi investigada a eficacia do bioterapico injetavel na poténcia 30
DH em bezerros submetidos a infestacdo artificial. Na segunda foram avaliados trés
bioterdpicos diferentes, de material vivo (MV), dessecado (MD) e calcinado (MC),
dinamizados na poténcia de 6 CH (2 x 10! mg/mL) administrados por via oral & bezerros
naturalmente infestados. Na terceira etapa foi pesquisada a atividade larvicida in vitro de
extratos vegetais e substancias isoladas contra R. microplus e foi realizado o teste de imerséo
de adultas (T1A) com a biomolécula que apresentou maior eficacia larvicida. Na quarta etapa,
foi avaliado o efeito do bioterapico MV 6 CH e do eugenol a 5% pour on no controle de R.
microplus associado ao estudo de aspectos hematicos, leucocitarios, bioquimicos,
ultraestruturais e sua relacdo com o bem-estar animal. Nos experimentos com infestacdo
artificial (primeira e quarta etapas) foram utilizados bezerros machos da raca Holandesa, com
8 meses de idade, sem prévio contato com carrapatos. A eficacia da formulacdo homeopatica
e do eugenol foi avaliada por meio de contagens de fémeas ingurgitadas (> a 4,5 mm de
comprimento), presentes no lado esquerdo dos bezerros. Fémeas ingurgitadas foram coletadas
para avaliacdo da oviposicdo, eficiéncia reprodutiva e percentual de eclodibilidade de larvas.
O bioterapico injetavel 30 DH administrado uma vez por semana a bezerros, mostrou eficacia
acaricida de -12,5 a 63,3%, apenas com 6 aplicacdes. Os bioterapicos MV, MD e MC 6CH
administrados por via oral, a bezerros naturalmente infestados, apresentaram eficacia média
respectivamente de 33,0%, 25,8%, 27,5% e os valores de eficiéncia variaram de -50% até
74,7%, sendo que o maior valor foi obtido com o bioterdpico MV. Na terceira etapa, 0s
catorze extratos vegetais avaliados in vitro causaram mortalidade que variou de 0 a 40,3% em
larvas de R. microplus, enquanto a substéancia isolada nerolidol 30% ocasionou mortalidade de
96,5% e o eugenol na concentragdo de 0,3% causou 100%. O TIA foi realizado com o

eugenol nas concentragdes 1, 2, 3, 5, 10, 20 e 30% e a partir de 5% mostrou inibicdo da
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oviposicéo e eficiéncia acaricida de 100%. Na concentragdo de 30%, o eugenol resultou em
mortalidade de 100% de fémeas ingurgitadas de R. microplus. Na quarta etapa experimental,
o valor de eficacia do bioterapico MV 6 CH variou de -33,3 a 95,2%, ressaltando que na
ultima semana de tratamento a eficacia média foi 32,5%. A formulacdo homeopatica objetiva
produzir uma resposta do hospedeiro contra a infestacdo por R. microplus, utilizando o efeito
secundario reacional, diferentemente do eugenol que é formulado pela farmacotécnica
classica e apresenta dose ponderal. A eficacia do eugenol a 5% pour on em bezerros variou de
-66,6 a 53,5%. O bioterapico sugere inibicao da eclodibilidade em 50% das larvas e eficiéncia
de 45,8%, enquanto que, para o eugenol 5% pour on foi 12,0%, no 37° dia de tratamento. O
bioterapico causou desorganizacdo no exocérion de odcitos durante a vitelogénese,
demonstrando possibilidade de interferéncia na reproducdo de R. microplus, enquanto que,
para o eugenol pour on esta interferéncia foi baixa. O tratamento com eugenol a 5% pour on
ndo causou alteracdes eritrocitérias, leucocitarias nem efeitos deletérios a fungdo hepética e
renal de bezerros. Os bezerros tratados com o bioterapico apresentaram aumento dos valores
médios da proteina de fase aguda haptoglobina durante 48 horas ap6s o inicio do tratamento e
aumento global de leucdcitos durante todo o periodo experimental diferentemente do grupo
controle, sugerindo agdo primaria do bioterapico. Os valores médios de haptoglobina e al-
glicoproteina &cida no 21°, 30° e 39° dias encontravam-se dentro dos parametros normais para
a espécie bovina, enquanto, os valores médios de transferrina diminuiram no 30° dia ap0s
média infestacdo por R. microplus, demonstrando resposta de fase aguda e importancia deste
parametro no parasitismo por R. microplus. O bem-estar dos animais foi afetado nos trés
grupos devido a infestacdo por R. microplus, demonstrando a necessidade de analises mais
especificas nos protocolos de bem-estar de bovinos em areas endémicas para este carrapato. E
0 grupo que apresentou menor percentagem de alteragGes no sistema tegumentar foi o grupo
tratado com o bioterépico de R. microplus 6 CH. Melhorias na formulac&o do bioterapico MV
6 CH e estudos a campo por tempo prolongado devem ser realizados, por tratar-se de um
produto que apresenta as vantagens de ndo contaminar o leite e a carne, nem causar impacto
ambiental. Da mesma forma, o eugenol pour on na concentragdo 30% deve ser investigado
em bovinos, pois apresentou alta eficacia contra larvas e fémeas ingurgitadas nos testes in
vitro e importante potencial para a formulacdo de produto ecologicamente correto no controle

de R. microplus.
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ABSTRACT

Rhipicephalus microplus causes significant losses of cattle livestock and increase in
proportion to the development of resistance to the main acaricides. In this scenery,
homeopathy and herbal medicine have apperared as therapeutic possibilities for tick control.
This study aimed to develop biotherapics, to perform screening of bioactive natural
substances against R. microplus and evaluate the efficacy in artificially infested cattle. For this
purpose four biotherapics of R. microplus, fourteen plant extracts from Brazilian Flora and
three isolated substances were evaluated. In the first step, was investigated the efficacy of
injectable biotherapic 30 DH, in calves submitted to artificial infestation. In the second, was
evaluated three different biotherapics of living (MV), dried (MD) and calcined (MC) material
at the potency 6 CH (2 x 10™** mg/mL) administered orally to naturally infested calves. In the
third step, were investigated in vitro larvicidal activity of plant extracts and isolated
substances against R. microplus and the adult immersion test (AIT) was performed with the
biomolecule that showed the highest larvicidal efficacy. In the fourth step, the effect of
biotherapic MV 6 CH and eugenol 5% pour on was evaluated for R. microplus control
associated with the study of hematic, leukocyte, biochemical, ultrastructural aspects and its
relationship with animal welfare. In experiments with artificial infestation (first and fourth
steps) Dutch male calves were used, with 8 months of age and with no previous contact with
ticks. The efficacy of homeopathic formulation and eugenol was evaluated by counts of
engorged females (> 4.5mm in length), present on the left side of the calves. Engorged
females were collected for evaluation of oviposition, reproductive efficiency and hatchability
larvae rate. Injectable biotherapic 30 DH administered once a week to calves showed
acaricidal efficacy of -12.5 to 63.3% only with 6 applications. The biotherapics MV, MD and
MC 6CH administered orally to naturally infested calves showed average efficacy
respectively 33%, 25.8%, 27.5% and efficiency values that ranged from -50 to 74.7%, while
the highest value was obtained with the MV biotherapic. In the third step, the fourteen plant
extracts evaluated in vitro caused mortality rate in the R. microplus larvae ranging from 0 to
40.3%, while isolated substance nerolidol at the concentration of 30% occasioned 96.5% and
0.3% eugenol caused 100% of mortality. The AIT was performed with eugenol at
concentrations 1, 2, 5, 10, 20 and 30% and since 5% showed inhibition of oviposition with
100% efficiency. The concentration of 30% resulted in 100% mortality of engorged R.
microplus females. In the fourth experimental stage, the value of the efficacy biotherapic MV
6 CH ranged from -33.3% to 95.2%, emphasizing that the last week of treatment, the mean
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efficacy was 32.5%. The objective of homeopathic formulation is to produce a host response
against R. microplus infestation, using the secondary reaction, differently of eugenol which is
formulated by classical pharmacotechnique and have ponderal dose. The efficacy of eugenol
5% pour on in calves ranged from -66.6 to 53.5%. The biotherapic suggest inhibition of larval
hatchability in 50% and efficiency of 45.8%, whereas, for eugenol 5% pour on was 12.03%
on the 37th day of treatment. The biotherapic caused disruption in oocytes exocdrion during
vitellogenesis, showing possible interference in the reproduction of R. microplus, while
eugenol pour on resulted in low interference of oviposition. Treatment with eugenol 5% pour
on caused no changes in erythrocyte, leukocyte or deleterious effects to hepatic and renal
calves. Calves treated with biotherapic demonstrated higher average values of acute phase
protein haptoglobin during 48 hours after the start of treatment and increase of leukocytes
throughout the experimental period unlike the control group, suggesting the primary action of
the biotherapic. The mean values of haptoglobin and al-acid glycoprotein in 21, 30 and 39
days were within the normal range for bovine parameters, whereas, mean value of transferrin
decreased on 30 day after medium R. microplus infestation, demonstrating acute phase
response and the importance of this parameter in R. microplus parasitism. The welfare of
animals in the three groups was affected due to R. microplus infestation, demonstrating the
need for more specific analyzes on cattle welfare protocols in endemic areas for this ticks.
The group with the lowest rate of changes in the integumentary system was treated with the
biotherapic of R. microplus 6 CH. Improvements in the formulation of the MV biotherapic 6
CH and studies in field conditions, for long periods should be performed, because this product
has advantages of not contaminating milk and meat, neither cause environmental impact.
Similarly, eugenol pour on at the concentration of 30% should be investigated in cattle,
because it showed high efficacy against larvae and engorged in in vitro tests and significant

potential for formulating ecofriendly product in the control of R. microplus.
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1. INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

No Brasil as espécies de ixodideos de maior importancia incluem o Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma cajennense e o Anocentor
nitens. O Rhipicephalus microplus é o ectoparasito mais disseminado no mundo que acomete
preferencialmente os bovinos (Shaw 1966) e secundariamente outros animais domésticos e
silvestres (Costa & Botelho 2011). Trata-se de um parasito temporario e sua sobrevivéncia
depende de sua fixagéo e alimentacdo em hospedeiros vertebrados (Cupp 1991).

Em bovinos as doencas causadas por parasitos externos e internos constituem um dos
principais problemas na bovinocultura brasileira (Bianchin et al. 1993; Grisi et al. 2002). Em
praticamente todo o pais hé& descri¢do de ocorréncia do R. microplus em virtude do clima
prevalente, tropical e subtropical Uumido (Furlong 1993) sendo este, responsavel por
expressivas perdas na pecuaria bovina, principalmente nas racas de origem européia (Francis
1966; Horn 1985, Jonsson 2006, Furlong et al. 2007).

O efetivo nacional de bovinos em 2011 chegou a 212,8 milhdes de cabecas, com maiores
concentracfes no Centro-Oeste, Norte e Sudeste (IBGE 2012). A relevancia dos prejuizos
econdmicos causados pelo R. microplus esta associada a multiplicidade de efeitos negativos a
produtividade tais como a perda de producdo de leite, carne e couro (Galun 1975a),
diminuicdo da qualidade de vida dos animais, além da transmissdo das afeccdes babesiose e
anaplasmose bovina (Francis & Little 1964; Horn 1985; Jonsson 2006). Outros danos que
estdo associados ao parasitismo do R. microplus incluem a anemia por hematofagia (Kitaoka
& Yajima 1958), inflamacdo, irritacdo e lesdo no local da picada (Galun 1975a; Tatchell &
Moorhouse 1968), desconforto (Galun 1975a), imunossupressdo (Inokuma et al. 1993),
diminuicdo do apetite, debilidade, alteracdo no numero de leucdcitos sanguineos e na
concentracdo de proteinas (globulinas e albumina) (O'Kelly et al. 1971), reducdo da
natalidade (Horn 1985), estresse, acidentes (Arantes et al. 1995), intoxicacdo pelo uso de
acaricidas e morte (Galun 1975a; Horn 1985). Além destes prejuizos diretos, existem também
os indiretos devido ao custo de aquisicdo de acaricidas, construcdo e manutencdo de
instalacOes para os banhos carrapaticidas, mao de obra (Sing et al. 1983) e tratamento das
afeccBes que compdem o complexo da Tristeza Parasitaria Bovina (Aragao 1936; Shaw 1966;
Horn 1985; Arantes et al. 1995). Grisi et al. (2002) assevera gque 0s prejuizos atribuidos aos
ectoparasitos de bovinos podem ultrapassar o valor de 2 bilhdes de dolares por ano e estdo
entre as principais causas da perda de produtividade no Brasil.



O bem-estar de animais de producdo baseia-se inicialmente nas Cinco Liberdades, em que 0s
animais devem estar livres de fome e sede; de desconforto; de dor, lesbes e doencas; de medo
e distresse e para expressar o comportamento normal da espécie (FAWC 1993). Os efeitos
deletérios sobre o bem-estar animal podem ser oriundos de situacBes como: doencas,
traumatismos, fome e sede prolongada, interacbes sociais estressantes, condicdes de
alojamento, manejo, tratamento e transporte inadequados, mutilacBes variadas, dentre outras
(Broom & Molento 2004).

O aperfeicoamento das praticas de manejo associado ao controle de parasitos e a melhorias no
bem-estar animal torna a pecudria bovina mais produtiva e economicamente rentavel, por
aumentar a qualidade dos produtos, evitar perdas e melhorar a qualidade de vida dos animais
e dos funcionarios envolvidos diretamente com a producdo (Leeb et al. 2004; Oliveira et al.
2008; Sant"Anna & Paranhos da Costa 2010; Costa et al. 2013).

Os acaricidas sdo largamente utilizados para o controle de carrapatos no Brasil e fatores
operacionais devido ao emprego de subdosagens e aplicacdo inadequada favorece o
desenvolvimento de resisténcia aos principios ativos mais utilizados (Nolan et al. 1979;
Oliveira et al. 1986; Nolan 1990; Leite et al. 1995). A situacdo do controle quimioterdpico do
carrapato se caracteriza pela ineficacia e alto custo em virtude do aumento da dose e/ou da
frequéncia de aplicacdo e também pela utilizacdo cada vez maior de associacdes de bases
quimicas diferentes (Furlong et al. 2007). Avalia-se que 0s gastos com acaricidas para o
controle de ectoparasitos no pais seja de aproximadamente R$ 800 milhdes de reais por ano
(Martinez et al. 2004). Estes fatores supracitados sdo responsaveis pela presenca de residuos
qguimicos na carne e no leite (Willadsen et al. 1995) que vem sendo ingerido pelo homem
(Tahori 1975; Galun 1975b; Maia & Brant 1980), além do acumulo no meio ambiente que
compromete a microfauna e a biodiversidade (Wall & Strong 1987).

Mediante este cenario, a homeopatia e a fitoterapia se constituem abordagens terapéuticas em
evidéncia no controle do carrapato. A homeopatia, ciéncia terapéutica baseada na lei natural
de cura Similia similibus curentur, designa que os semelhantes sejam curados pelos
semelhantes (Kossak 2003a) e compreende igualmente os medicamentos denominados
bioterapicos feitos a partir dos agentes causadores da doenca, secrecdes, excregdes, tecidos,
parasitos e microrganismos (Almeida 2004). O objetivo € induzir uma resposta imunoldgica
no hospedeiro (Nasi et al. 1994a; Kossak 2003a; Ferraz et al. 2011) e assim prevenir (Jonas &
Willner 2000, Ferraz et al. 2011), controlar, tratar a doenca ou impedir os efeitos deletérios do
agente agressor (Ribeiro et al. 1987; Berchieri Jr. et al. 2006; Bellavite et al. 2006). Os

bioterapicos de carrapatos tém sido investigados como alternativa no controle de animais



infestados por R. microplus (Verissimo 1988; Almeida et al. 2008; Silva et al. 2008; Deffune
& Oliveira 2009; Gazim et al. 2010, Costa-Junior & Furlong 2011) devido ao baixo custo e
por ndo deixar residuos na carne, no leite e no ambiente (Mitidiero 2002; Almeida 2004;
Berchieri Jr. et al. 2006; Real 2008), porém, 0s ensaios cientificos sdo escassos e controversos
na area.

Varias espécies vegetais produzem substancias com atividades bioldgicas e sdo utilizadas com
propriedades medicinais, repelentes, antimicrobianas e inseticidas. Biomoléculas ativas séo
identificadas com acéo acaricida contra 0 R. microplus por meio de testes laboratoriais e cada
vez mais vém sendo alvo de estudos para o desenvolvimento de inseticidas ecologicamente
corretos para a espécie bovina (Saito 2004). O historico de que biomoléculas que apresentam
alta eficdcia in vitro mostram resultados variados e inferior em bovinos é significativo
(Borges et al. 2005; Heimerdinger et al. 2006; Agnolin 2009; Gosh et al. 2013). Tal fato deve-
se a diversos fatores como a instabilidade quimica da substancia, as condi¢es climaticas
(Mulla & Su, 1999; Chagas et al. 2012), os fatores associados ao hospedeiro, a via de
administracdo e a forma farmacéutica empregada. Portanto, sdo necessarios experimentos de
infestacdo controlada ou natural para a validacdo destes fitoinseticidas, mas em virtude do
custo e da complexidade na execugdo, poucos vém sendo conduzidos em bovinos (Jonsson
2004).

A ineficiéncia no controle dos carrapatos é uma realidade e um desafio para os pesquisadores
e principalmente para os médicos veterinarios. Objetiva-se neste estudo desenvolver
bioterdpicos de R. microplus, realizar triagem in vitro de substancias naturais bioativas,
desenvolver uma formulacdo pour on contra R. microplus, avaliar a eficacia destas
substancias em bovinos artificialmente infestados e estudar a sua interacdo com o bem-estar

animal.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887)

Acredita-se que a origem do Rhipicephalus microplus seja proveniente do sudoeste da Asia,
onde parasitava cervideos e bovinos selvagens (Aragdo 1936; Hoogstraal 1985). E um

carrapato monoxeno da subordem Ixodides e 0 mais importante ectoparasito de bovinos na

América do Sul. Parasita preferencialmente os bovinos, entretanto pode acometer outros



animais domesticos como equinos (Shaw 1966), asininos, caninos, caprinos, ovinos (Costa &
Botelho 2011) e animais silvestres (Aragao 1936; Szabd et al. 2003; Costa & Botelho 2011).
A ocorréncia e a dispersdo de R. microplus em bovinos no pais é favorecida por fatores
climéticos e pela presenca de racas sensiveis aos carrapatos, as racas europeias taurinas e seus
cruzamentos. As regides Sudeste e Centro-oeste do Brasil apresentam temperatura e umidade
variadas, mas favoraveis ao desenvolvimento e sobrevivéncia do carrapato durante todo o
ano, com quatro geragdes anuais. Diferentemente da regido sul que completa trés geracGes por
ano, visto que, no periodo do inverno a fase ndo parasitaria torna-se mais longa (Furlong
2005; Labruna 2008).

O ciclo bioldgico dos ixodideos é completado passando pelos estagios de ovo, larva, ninfa e
adultos. No ciclo bioldgico do R. microplus ha duas fases, a de vida livre (em média dura 28 a
51 dias) e a parasitéaria (18 a 26 dias) (Figura 1). Para a fase de vida livre, na regido Sudeste, é
necessario em torno de trés dias para a pré-postura; de trés a seis semanas para a postura e de
vinte e dois a trinta dias para a eclosdo das larvas (Furlong 1993). Essa fase sofre
interferéncias climaticas, especialmente da temperatura e umidade do ar. Nos periodos de
temperatura e umidade mais baixas, principalmente entre os meses de abril a setembro, o seu
ciclo de vida se prolonga. Nos meses de setembro a margo, o desenvolvimento dos carrapatos
é favorecido, apresentando ciclo de vida mais curto e consequentemente a infestacdo do gado
é maior (Furlong 1993; Rocha 1998). Durante a fase de vida livre, o carrapato ndo se alimenta
e mantém seu metabolismo a partir de reservas energéticas obtidas durante a fase parasitaria.
Apos a eclosdo das larvas, ocorre o endurecimento da cuticula em dois a trés dias e por volta
do 6° dia tornam-se ativas e aptas a subir em direcdo a ponta do capim por geotropismo
negativo, favorecendo o encontro parasito-hospedeiro (Sonenshine 1991; Furlong 1993). Por
meio do odor da pele, vibragGes, sombreamento, estimulo visual e exalacdo de gas carbénico,
as larvas localizam e alcangcam o hospedeiro (Sonenshine 1991). Quando a larva se instala no
hospedeiro, inicia-se a fase de vida parasitaria, pouco afetada pelas condigdes climaticas. As
larvas de R. microplus tendem a se fixar no perineo, base da cauda, regido interna dos
membros toracicos e peélvicos, virilha, Ubere, regido escrotal e no interior das orelhas
(Verissimo 1993; Pereira & Labruna 2008) e alimentam-se preferencialmente de plasma e
substratos teciduais (Furlong 1993). Possuem trés pares de patas e sofrem ecdise ap6s a
alimentacdo, passando ao estagio de ninfa em sete a oito dias. As ninfas possuem placas
espiraculares, quatro pares de patas, imaturidade sexual e se alimentam de linfa e sangue.
Apos alimentacéo sofrem ecdise e ddo origem aos adultos, primeiramente aos machos e 24 a

48 horas depois as fémeas. A fémea logo se fixa no hospedeiro, enquanto 0 macho realiza a
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copula com varias fémeas (Aragdo 1936; Furlong 1993; Brito et al. 2006). A partir do 17° dia
de infestacdo, apds o acasalamento ocorre o rédpido ingurgitamento da fémea. Na fase
parasitaria sdo necessarios em média de 18 a 26 dias para as etapas de fixagdo, alimentacdo,
ecdises, cOpula, ingurgitamento, desprendimento e queda das teledginas no ambiente (Furlong
1993).

Teleoging SOl o \
18" a 35" dia

Fémea ingurgitada
cai no solo e leva

', de 2 a 90 dias para
Q Iniciar 0Viposigao

k (% ' Quenégina
Eclos@o 7 a 13 dias Ovos oviposicao: 15 dias
(Incubacéo) ovipoe 2000 a 4000 ovos

Larva -

Infestante ~

de 60 a 200 dias ate
subir no animal

Figura 1- Ciclo bioldgico de Rhipicephalus microplus (Ahid 2008).

As fémeas adultas ingerem sangue que constitui o principal alimento e cada teledgina ingere
de 300 a 500 pL nas ultimas 24 horas, aumentando seu peso em até 200 vezes (Jonsson 2006).
Apo6s o desprendimento do hospedeiro, a fémea de R. microplus procura por local apropriado
(Umido e escuro) no meio ambiente e em trés a seis dias inicia-se a postura e a cada postura
uma fémea produz de 2.000 a 3.000 ovos, que ao eclodirem dardo origem a larvas (Furlong
1993).

Fatores como raca (Oliveira & Alencar 1987; Oliveira et al. 1989), grau de sangue (Oliveira
& Alencar 1990), sexo (Oliveira et al. 1989), idade, comprimento do pelo, cor e espessura da
pele, nimero de mastocitos cutaneos, nimero de anastomoses arteriovenosas na derme
(Schleger et al. 1981), nutricdo, gestacdo, lactacdo (Szabo 2008) e estacdo do ano (Oliveira et
al. 1989) podem interferir na resisténcia dos bovinos as infestaces. Porém, a raga tem sido

evidenciada como o fator mais determinante na caracterizacdo da resisténcia (Meltzer 1998;
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Carvalho 2006). Roberts (1968) e Wagland (1975) descreveram que zebuinos e taurinos, sem
contato prévio com o carrapato R. microplus, sdo igualmente suscetiveis a infestagdo primaria
por larvas desta espécie de ixodideo. Apos reinfestacGes, os bovinos desenvolvem células T e
B de memoria (Wikel 1996) e o nivel de resisténcia torna-se maior quando comparado com o
nivel da primeira infestacdo, sugerindo a presenca de resisténcia adquirida contra R.
microplus (Roberts 1968; Wagland 1975; Galun 1975a; Wikel 1996). Os bovinos Bos taurus
taurus (europeus) sdo mais sensiveis aos carrapatos do que os Bos taurus indicus (zebuinos)
(Villares 1941), possuem 10,5 vezes mais carrapatos que os zebuinos (Francis & Little 1964;
Labruna 2008) e diferenca no perfil sérico de imunoglobulinas e anticorpos. Em altas
infestacdes, bovinos da raca Holandesa naturalmente infestados apresentaram alta producéo
de IgE e diminuicdo brusca dos niveis de anticorpos 1gG1 e IgG2 quando comparados com
bovinos da raga Nelore (Carvalho 2006).

Gomes (1995) acredita que a resisténcia dos Bos indicus se deve a selecdo natural, enquanto,
De Castro, Newson (1993) e Meltzer (1998) sugerem que o fendtipo da resisténcia seja
hereditario. Nos animais mais resistentes, o nimero de basoéfilos e eosindfilos e as vezes de
neutrdfilos é maior no local de fixacdo do ixodideo (Ribeiro 1989; de Castro & Newson 1993;
Franzin 2009). Constantinoiu et al. (2010) ao estudarem a pele de bovinos sensiveis e
resistentes, encontraram o numero de linfécitos T gamma-delta significativamente maior
préximo ao local da picada de larvas de R. microplus em bovinos resistentes. A rejeicdo aos
carrapatos é frequentemente caracterizada por edema, prurido, reacdo papular e exsudagdo
serosa (Brown et al. 1984). A hipersensibilidade cutdnea induz o comportamento de
lambedura, autolimpeza nos bovinos e impede a fixacdo de larvas (Verissimo 1993),
dificultando a alimentacdo e ingurgitamento de fémeas adultas. Estas consequentemente
apresentam peso menor, reducdo da ovipostura e da duracdo da fase parasitaria (Rocha 1976;
1984).

O crescimento do rebanho e a expansdo da pecudria bovina propiciaram maior agregacdo de
animais, intensificacdo da pecuéria e consequentemente maior infestacdo por carrapatos. A
densidade animal média de bovinos na década de 50 era menor que 0,4 cabeca/ha/ano (Leite
1988) e no ano de 2010 passou para 1,44 cabecas/ha no Triangulo Mineiro (IBGE 2011).
Outros fatores que podem influenciar na maior infestacdo de bovinos por carrapatos é a
coloragéo de pele e do pelo, pois influenciam no comportamento dos bovinos a pasto. Os
animais de pelagem mais escura sofrem mais facilmente de estresse calérico e com maior
frequéncia permanecem na sombra, local de preferéncia das larvas de carrapatos, ficando

assim, mais infestados que os de pelagem clara (Oliveira & Alencar 1987).



Muitas lesdes e problemas causados ao homem e aos animais podem ser atribuidos aos
carrapatos, como: inflamacéo, prurido, edema e ulceracdo no local da picada, dermatoses,
otocariase, anemia em animais altamente infestados, alteracdes metabdlicas, toxemia,
paralisia (Patarroyo Salcedo 1984; Brito et al. 2006), transmissdo de patégenos (Aragdo 1936;
Shaw 1966; Patarroyo Salcedo 1984; Pereira & labruna 2008), perda de peso e diminuicao da
producdo (Galun 1975a; Horn 1995; Labruna & Verissimo 2001; Jonsson 2006).

2.2 Controle de Rhipicephalus microplus

O Controle de carrapatos é fator indispensavel para assegurar produtividade, beneficios
econdmicos e tornar a pecuaria bovina uma atividade competitiva. Consiste na reducao da
exposicdo dos animais aos carrapatos em uma éarea especifica durante um periodo
determinado. Para a obtencdo de um controle eficiente preconiza-se impedir o0 processo de
alimentacéo, reproducéo e/ou a oviposi¢do de fémeas de R. microplus (Furlong 1993; Brito et
al. 2006).

Os métodos de controle do R. microplus podem ser aplicados tanto na fase de vida livre, visto
que a grande maioria dos carrapatos (95%) encontra-se no ambiente, como na fase parasitaria
por meio do controle nos bovinos (Bittencourt 1992; Furlong 1993). O método que vem sendo
mais utilizado atualmente baseia-se principalmente na aplicacdo de quimioterapicos e estes se
dividem em carrapaticidas de contato e sisttmicos (Furlong 1993; George et al. 2004). Os
carrapaticidas que atuam por contato direto pertencem a cinco familias: organofosforados,
amidinicos, piretroides sintéticos, fenilpirazois e spinosad. Neste grupo ocorre a penetracdo
do produto através da cuticula para que haja intoxicacdo e morte do carrapato. Os
carrapaticidas sistémicos sdo representados por dois grupos, as lactonas macrociclicas e as
benzofenilureas que sdo metabolizados, distribuidos pela circulacdo a todo corpo do animal,
atingindo os carrapatos (Furlong et al. 2007). A acéo destes compostos, em geral, é no sistema
nervoso do carrapato, afetando os mecanismos de crescimento, neuropeptideos e o sistema
neuroendocrino (Taylor 2001). Entretanto, alguns destes carrapaticidas ndo podem ser
utilizados durante a lactacdo, nem nos bovinos de corte antes de seis semanas do abate
(George et al. 2004; Furlong et al. 2007).

O carrapato R. microplus tem desenvolvido progressiva resisténcia as classes de acaricidas ao
longo dos anos. No Brasil, o primeiro relato foi de resisténcia aos arsenicais em 1946 (Corréa

1953; Oliveira et al. 1986). Alguns anos depois houve resisténcia aos organoclorados (Freire



1953), em 1963 aos organofosforados (Wharton 1976), e posteriormente aos piretréides (FAO
1984) seguidos do amitraz no Rio Grande do Sul.

O aumento do uso de produtos a base de amitraz e de associacBes de piretroides com
organofosforados no periodo compreendido entre 1996 a 2006, favoreceu a selecdo de
carrapatos R. microplus resistentes a estas substancias no Rio Grande do Sul (Farias et al.
2008).

A resisténcia a piretroides foi relatada por Leite em 1988 no Rio de Janeiro, no ano seguinte
no Rio Grande do Sul e posteriormente nos estados de S&o Paulo, Parand, Mato Grosso do Sul
e Minas Gerais (Farias 1994). Mais recentemente, na regido Sudeste, Domingues (2011)
avaliou populac6es de R. microplus provenientes de 25 fazendas na mesorregido do Triangulo
Mineiro e do Alto Paranaiba e todas com excecdo de uma, demonstraram-se resistentes a
cipermetrina e ao clorpirifés. Semelhante estudo realizado por Mendes et al. (2011), em
fazendas de seis diferentes regides do estado de Sdo Paulo, demonstrou alta ocorréncia de
resisténcia aos mesmos acaricidas citados por Domingues (2011) e a deltametrina. Devido as
dificuldades no controle de carrapatos em funcdo da resisténcia as principais bases quimicas
disponiveis, outras estratégias vém sendo utilizadas (Furlong et al. 2007).

O controle estratégico foi implantado para o combate do carrapato dos bovinos levando-se em
consideracdo as condicOes climaticas de cada regido associada a ecologia do R. microplus.
Esta acdo promove diminuicdo de custos ao produtor por meio da reducdo no nimero de
banhos aplicados anualmente, além de retardar o desenvolvimento da resisténcia (Oliveira
1993). Magalhdes e Lima (1991) ao comparar a utilizacdo do banho estratégico com o
convencional na regido de Pedro Leopoldo (MG), propuseram o controle de R. microplus com
seis banhos de imersdo a cada 21 dias, durante 126 dias, com inicio na segunda quinzena do
més de novembro, época em que as formas de vida livre sdo altamente influenciadas pela
temperatura ambiente e apresentam periodos mais curtos de desenvolvimento. Furlong (1993)
prop6s de cinco a seis tratamentos carrapaticidas com intervalo de 21 dias realizados em dois
periodos na regido Sudeste, na primavera para atuar na geragdo mais longa e nos meses de
janeiro a marco para atuar na geracdo mais curta. Oliveira (1993) e Delgado (2002)
propuseram seis tratamentos, respectivamente na regido de Lavras e Entre Rio de Minas (MG)
e em Campos das Vertentes e Sul de Minas, entre os meses de outubro a margo, com intervalo
maximo de 28 dias, considerando que 22 dias € a duragdo da fase parasitaria e seis dias
referente ao periodo de atividade residual média do produto carrapaticida. Mais tarde, Furlong
et al. (2003), preconizaram que na regido Sudeste e Centro-Oeste, 0 controle deveria iniciar na

primavera, com cinco ou seis banhos de asperséo a cada 21 dias, ou trés a quatro aplicag0es



de carrapaticidas pour on a cada 30 dias. E novas aplicacdes deveriam ser realizadas somente
nos animais mais infestados que apresentassem 25 ou mais fémeas ingurgitadas em um lado
do corpo. Domingues et al. (2008), Leite et al. (2010) e Cunha (2011) indicaram tratamento
durante o periodo de 120 dias, com banhos de aspersédo em todo o rebanho sempre que forem
observadas partendginas em pelo menos um animal. O tratamento deve iniciar no més de abril
até julho na regido Sudeste e fora deste periodo foi sugerido o controle tatico, que consiste no
tratamento somente dos animais mais parasitados ou novos no rebanho.

Desde o inicio do século XX pesquisadores tém documentado varios agentes com perspectiva
de controlar biologicamente os carrapatos, incluindo patégenos, parasitoides e predadores dos
ixodideos (Jenkins 1964; Samish et al. 2000). O controle bioldgico estd cada vez mais em
evidéncia devido ao aumento da preocupacao em relacdo a seguranca ambiental, alimentar e a
salde humana e animal. Outros fatores corroboram com este fato, dentre estes as exigéncias
do mercado moderno por produtos sem residuos quimicos que respeitem as boas praticas de
manejo, 0 aumento da resisténcia dos carrapatos aos acaricidas e consequentemente o
aumento dos gastos com produtos quimicos onerando a producdo (Samish et al. 2004).
Diversas medidas de controle bioldgico vém sendo avaliadas no meio ambiente, assim como,
a utilizacdo de pastagens repelentes ou letais, como Stylosanthes spp, Andropogon gayanus,
Acalypha fruticosa, Gynadropsis gynandra (Jonsson 2004), a utilizacdo de ureia (Cunha et al.
2010) e o uso rotacional das pastagens que dificultam o acesso de larvas aos hospedeiros
(Elder et al. 1980; Furlong 1998; Labruna & Verissimo 2001). O tempo de descanso das
pastagens no sistema de rotacdo deve ser acima de 60 dias para promover reducdo na
contaminacdo das pastagens, e segundo Gauss e Furlong (2002) mais exatamente sdo
necessarios 82,6 dias nas pastagens de Brachiaria decumbens. Entretanto esse sistema mostra-
se complexo devido a variacdo de sobrevivéncia de larvas expostas a diferentes condi¢fes de
temperatura, umidade, tipo de vegetacao e estacdo do ano.

Predadores naturais sdo considerados uma alternativa para o controle de carrapatos, como
algumas espécies de passaros (Buphagus africanus) (Stutterheim et al. 1988), formigas
(Solenopsis spp.), aranhas armadeiras (Phoneutria spp.), tarantulas (Lycosa erythognata)
(Rocha 1984), garca-vaqueira (Egretta ibis) (Alves-Branco et al. 1983) e moscas (Megaselia
scalaris) (Andreotti et al. 2003).

Outra forma de controle que vem sendo utilizada para o controle de insetos e carrapatos é a
tecnologia de incorporagdo de semioquimicos (Hamilton 1992; Sonenshine 2004; Borges
2004). Os semioquimicos funcionam como sinalizadores e nos carrapatos sao classificados

em trés categorias: feromonios, alomdnios, e cairomonios (Sonenshine 2004). Os feromonios



sdo secretados por um carrapato no meio externo e recebido por outro individuo da mesma
espécie, interferindo no seu comportamento (Hamilton 1992). Foram identificados quatro
tipos de feromonios nos carrapatos: de assembleia; de atracdo, agregacédo e fixacdo (AAF),
sexual e iniciadores de reacOes fisiologicas (Sonenshine 2004). Vérios estudos tém sido
realizados com a utilizacdo de semioquimicos isoladamente ou associados a acaricidas para o
controle de carrapatos (Sonenshine 1985; Sonenshine et al 1985; Sonenshine 2004; Borges
2004). Exemplo disso é a utilizacdo de feromodnios AAF cuja funcdo é atrair e agregar 0s
carrapatos associado a pequena quantidade de quimioterdpico com acédo acaricida (Norval et
al. 1996; Allan et al. 1998). Outra opcéo é a aplicacdo do feroménio de atracdo sexual no
corpo do hospedeiro, de forma que a fémea pela técnica do confundimento, ndo consegue
localizar o macho, impedindo a cépula (Sonenshine 2004; Borges 2004).

Novas alternativas de controle vém sendo estudadas, destacando-se a utilizacdo de agentes
microbianos, bactérias, fungos e nemat6ides entomopatogénicos (Jonsson 2004; Samish et al.
2004). A bactéria Cedecea iapagei utilizada no controle de R. microplus destroi o epitélio
vaginal de fémeas ingurgitadas (Brum & Teixeira 1992), o Bacillus thuringiensis destroi a
parede intestinal (Sonenshine 1991), e os nematdides entomopatogénicos destroem a
hemocele (Samish et al. 2000; Carvalho 2008). Os fungos Metarhizium anisopliae
(Bittencourt 1992) e Beauveria bassiana (Bittencourt et al. 1995; Bittencourt et al. 1999;
Silva & Bittencourt 2006) infectam e penetram através da cuticula causando diminuicdo da
oviposicdo e morte de fémeas ingurgitadas.

Os medicamentos homeopaticos (Verissimo 1988; Silva et al. 2008; Gazim et al. 2010; Costa-
Junior & Furlong 2011), as vacinas (Willadsen 1997; de La Fuente 1998; Willadsen 2004;
Parisi et al. 2009) e os fitoterapicos (Saito & Lucchini 1998; Roel 2001; Borges et al. 2003;
Heimerdinger et al. 2006; Martins 2006; Olivo et al. 2009) também vém sendo investigados
como possibilidades terapéuticas para o controle de carrapatos R. microplus, além de

minimizar os efeitos deletérios dos produtos quimicos ao meio ambiente e aos animais.

2.3 Homeopatia

A homeopatia baseia-se na Lei dos Semelhantes que designa que semelhantes curam
semelhantes (Kossak 2003a). A lei foi enunciada por Hipocrates no século IV a.c. e
desenvolvida pelo médico alemdo Christian Friedrich Samuel Hahnemann em 1796.

A experimentacdo no homem sadio e o uso de doses infinitesimais (medicamento

dinamizado) preconizadas por Hahnemann constituem juntamente com a Lei dos Semelhantes
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os principios fundamentais da medicina homeopatica (Avendafio 1991). Portanto toda
substancia atenuada que agir sobre o organismo sadio produzindo determinada sintomatologia
pode curar, desde que o individuo apresente sintomas semelhantes.

Em 1840, o médico francés Benoit Mure foi quem provavelmente iniciou a pesquisa
homeopatica no Brasil estudando a patogenesia de plantas e animais brasileiros (Pontin 2003).
E posteriormente  Wurmser (1957) descreveu a cinética das eliminagbes das doses
infinitesimais na experimentagdo animal na Franca.

Os medicamentos homeopaticos tém origem nos trés reinos da natureza (animal, vegetal e
mineral), nos produtos quimico-farmacéuticos, em materiais bioldgicos patologicos ou néo,
assim como, em outros agentes de diferentes naturezas (Farmacopeia 2011).

Os medicamentos sdo preparados a partir de substancias submetidas a trituragfes sucessivas
ou diluicBes seguidas de sucussdo (agitacdo ritmada), com finalidade preventiva ou curativa
(ANVISA 2009). Por meio do processo de dinamizacdo, a matéria-prima impregna as
moléculas do alcool determinando as suas impressGes energéticas, sem alterar a estrutura
quimica original (Kossak 2003a).

A homeopatia visa produzir uma resposta do hospedeiro capaz de impedir ou eliminar o
agente causador da doenca (Vuaden 2008; Day 2008). Atua equilibrando a energia vital dos
seres Vvivos, ou seja, a energia responsavel pela homeostase das funcdes fisiologicas do
organismo (Vuaden 2008).

No campo da experimentagdo foram realizados ensaios utilizando-se medicamentos
homeopaticos com o objetivo de reverter quadros de intoxicacao por metais toxicos (Wurmser
1957; Cazin et al. 1987; Boiron 1985; Fontes et al. 2009). Wurmser (1957) foi um dos
precursores, com o estudo das doses infinitesimais na cinética das eliminacdes utilizando o
medicamento Arsenicum album em cobaias intoxicadas por bismuto-tartarato de potéssio.
Foram avaliadas as diferentes poténcias 4, 5 e 7 CH e todas demonstraram ser ativas na
eliminacdo do bismuto, mas a 7 CH foi a mais eficaz. Outros pesquisadores nessa mesma
linha de pesquisa, observaram que o medicamento Phosphorus 7 e 15 CH demonstraram
efeito hepatoprotetor em ratos intoxicados com tetracloreto de carbono, pois reduziu
precocemente a necrose focal dos hepatocitos e aumentou a mitose no grupo tratado em
relacdo ao grupo controle (Bildet et al. 1984). Cazin et al. (1987) avaliaram a cinética de
eliminacdo em ratos intoxicados com arsénico e que foram tratados com Arsenicum album 7
CH. Observaram que a concentragdo sanguinea foi significativamente menor nos animais
tratados em relacdo aos do grupo controle, reafirmando os achados de Wurmser sobre a

eficiéncia do medicamento.

11



A Farmacopeia Homeopatica apresenta diversos medicamentos que agem na cura de doencas
(Michaud 1998; Kossak 2003a) e na medicina veterinaria homeopatica sdo tratadas afeccoes
agudas, cronicas e comportamentais. Na Alemanha, 90% dos veterinarios utilizam
medicamentos homeopaticos devido ao grande numero de fazendas de criacdo organica
existente no pais (Rudinger 1998). Em animais de producdo as principais indicacdes para o
tratamento homeopatico sdo os casos de febre, mastite, diarreias, timpanismo, acetonemia,
distocia, metrite, baixo indice de prenhez, baixa conversdo alimentar, estresse, estereotipias
(Arenales 2001; Mitidiero 2002; Almeida 2004; Honorato 2006; Vuaden 2008; Day 2008) e
infestacdo por ectoparasitos (Arenales 2000; Silva et al. 2008; Deffune & Oliveira 2009;
Gazim et al. 2010). Essa terapéutica ndo deixa residuos toxicos nos animais, ndo possuli
periodo de caréncia nem contraindicacdo ao uso em fémeas gestantes e lactantes, garantindo o
consumo do leite e derivados sem riscos a salide humana e ao meio ambiente (Arenales 2000;
Day 2008; Real 2008; Vuaden 2008). Além das vantagens supracitadas, a utilizacdo da
homeopatia pode beneficiar o bem-estar dos animais, visto que, trata o individuo na sua
totalidade (Honorato 2006) e quando administrada na racdo ou no sal mineral facilita o
manejo associado ao tratamento de afeccdes (Arenales 2000; Real 2008).

A isopatia ou isoterapia é indicada no sentido de dessensibilizar um organismo com relacéo a
determinada substancia toxica ou mesmo natural, mas em desequilibrio no organismo (Kossak
2003b). E considerada uma terapéutica antiga e uma das mais notaveis inovacbes da
homeopatia (Bellavite et al. 2005). O termo foi provavelmente criado pelo médico veterinario
homeopata francés e professor da Universidade de Leipizig, Johann Wilheim Lux, que em
1831 relatou o éxito do tratamento de dois animais, um equino com Mormo e um bovino com
carbdnculo. No primeiro caso foi utilizada a secrecao nasal do animal enfermo e no segundo o
sangue, ambos diluidos e dinamizados na poténcia 30 CH (Kossak 2003a). Posteriormente,
Lux utilizou isoterapicos (bioterapicos) para a cinomose e antraz com sucesso (Bellavite et al.
2005) e relatou que a técnica de diluicdo infinitesimal e dinamizacéo de produtos contagiosos
exercia acdo terapéutica sobre os animais infectados. Posteriormente foi ampliada a aplicagéo
dos bioterdpicos para afeccOes alérgicas e ndo infecciosas. A lei de semelhanca Similia
similibus curentur da Homeopatia, na isoterapia tornou-se a lei dos iguais Aequalia
aequalibus curentur (Real 2008).

Os bioterapicos, anteriormente denominados nosodios, sdo considerados medicamentos
homeopaticos por serem preparados de acordo com a farmacotécnica homeopatica (Almeida
2006). Sdo medicamentos obtidos a partir de produtos bioldgicos, de culturas de bacteérias,

fungos, virus, secrecdes ou excre¢es patologicas, acaros, vermes (Benez 2002), tecidos e
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Orgdos patoldgicos ou nédo, alérgenos (Farmacopeia 2011), dentre outros, de origem animal ou
vegetal. A base dos bioterapicos € eliminar os sintomas causados pelos agentes ou alérgenos
empregando-se o proprio agente etiologico ultradiluido e dinamizado (Benez 2002; Bellavite
et al. 2005; Almeida 2006; Day 2008).

Varios trabalhos experimentais foram conduzidos na area de parasitologia, com a utilizacdo
de bioterapicos a partir de células de cultivo de Trypanosoma cruzi no tratamento da doenca
de Chagas (Geraldino 1986; Ribeiro et al. 1987; Ribeiro et al. 1989; Lopes et al. 1994,
Mendes et al. 1994; Nasi et al. 1994a; Ribeiro et al. 1994). O primeiro estudo foi realizado
utilizando-se o bioterapico Trypanosominum TC D30 em pacientes com Doenca de Chagas e
foi observada melhora significativa dos sintomas na fase inicial e intermediaria da infec¢éo,
demonstrando evidente acdo do bioterdpico nos 6rgaos lesados. Em relacdo a fase cronica,
ndo foram observados resultados positivos (Geraldino 1986). Ribeiro et al. (1987) ao
comparar indices de cura de camundongos infectados com as cepas Y e Bolivia de T. cruzi
tratados com quimioterapicos (Nifurtimox e Benzonidazol) e bioterapico (Trypanosominum
TC D30) observaram cura de 60% dos camundongos tratados com bioterapico e 35% para 0s
quimioterapicos supracitados em relagdo a cepa Y. Para a cepa Bolivia o indice de cura foi de
52% dos camundongos tratados com bioterdpico, 18% com o benzonidazol e sem efeito
satisfatorio para o Nifurtimox.

Nasi et al. (1994a) realizaram tratamento preventivo com o bioterapico Trypanosominum TC
D30 em 60 camundongos albinos divididos em 4 lotes por um periodo de 10, 20 e 30 dias
antes da infeccdo com a cepa Y de T cruzi e foram comparados com o0 grupo controle.
Observaram que nos grupos tratados durante 20 e 30 dias antes do desafio ocorreu maior grau
de protecdo contra a infeccdo chagasica, pois houve diminuicdo significativa da parasitemia e
eliminacdo total dos parasitos em alguns animais.

Ferraz et al. (2011) avaliaram o efeito da administracdo de hemoterapico (bioterapico de
sangue) com tripomastigotas de T. cruzi na poténcia 7 DH em camundongos
experimentalmente infectados com T. cruzi. Nos animais que receberam o bioterapico 7 DH 7
dias antes da infeccao foi observada diminuicdo do pico da parasitemia e da parasitemia total,
sem aumento do tempo de sobrevida dos animais. Porém quando administrado 30 dias antes
da infeccdo, aumentou o pico de parasitemia, nd0 aumentou a parasitemia total, mas com
tendéncia a aumentar o tempo de sobrevivéncia. Os autores Nasi et al. (1994a) e Ferraz et al.
(2011) sugeriram efeito modulador no sistema imune dos camundongos tratados com o0s

respectivos bioterapicos de T. cruzi.
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Almeida (2007) estudou o efeito do hemoterapio de Trypanosoma evansi 12 DH em
camundongos experimentalmente infectados sendo que um grupo foi tratado antes (Bai) e
outro depois da infeccdo (Bpi). O aumento precoce no numero de linfocitos circulantes no
grupo Bai e 0 aumento do titulo de IgG no grupo Bpi, sugerem efeito imunomodulador do
bioterapico quando comparados com o grupo controle.

Pontin (2003) ao administrar o bioterdpico de Leishmania (Viannia) braziliensis nas dilui¢cdes
30 CH e 200 CH observou diminui¢do no tamanho das lesdes de camundongos Mus musculus
infectados experimentalmente em relagdo aos animais do grupo controle. E salientou a
necessidade da experimentacgéo in vivo para medicamentos homeopaticos, tendo em vista que
os resultados sé foram significativos mediante a utilizacdo do sistema biolégico.

O efeito imunomodulador das ultradiluicdes vem sendo citado em varios trabalhos com
bioterapicos (Nasi et al. 1994a; Ribeiro et al. 1994a; Pontin 2003; Almeida 2007; Ferraz et al.
2011; Mamede 2012) e inclui aumento de substéncias citotoxicas e de anticorpos, estimulo a
producdo de células NK, ativacdo de macrofagos e mastdcitos, liberacdo de histamina,
degranulacdo de baséfilos (Ribeiro et al. 1994; Nasi et al. 1994b; Mendes et al. 1994; Jonas &
Dillner 2000), aumento de neutrofilos (Honorato 2006; Mamede 2012), macrofagos,
mondcitos (Mamede 2012) e linfdcitos circulantes (Ribeiro et al. 1994b; Almeida 2007).

2.3.1 Homeopatia e Carrapatos

O Brasil é considerado pioneiro na formulacdo e utilizacdo de bioterapicos de carrapatos na
medicina veterinaria para controlar a infestacdo de ixodideos em bovinos, equinos e cdes
(Verissimo 1988; Arenales 2000; Real 2008), porém, os ensaios cientificos sdo limitados.
Verissimo (1988) utilizou o bioterapico carrapatinum 6 CH diluido na agua de beber de 13
bovinos mesticos leiteiros. Inicialmente o bioterdpico foi administrado preventivamente por
15 dias e apds esse periodo os animais foram artificialmente infestados com 20 000 larvas de
R. microplus e tratados por mais 21 dias. Foi observada diferenca significativa entre os grupos
controle e tratado, mas insuficiente para eliminar as fémeas ingurgitadas.

Silva et al. (2008) utilizaram 27 novilhas da raga Purund naturalmente infestadas para avaliar
o efeito do bioterapico de R. microplus 12 CH no controle de carrapatos. Os animais foram
divididos em trés grupos, sendo que o primeiro constituiu o grupo controle, o segundo foi
tratado com amitraz (4 aplicagGes no verdo com intervalo de 21 dias) e o terceiro foi tratado
com o bioterapico comercial de R. microplus (C&MC®- Arenales Flora e Fauna) na poténcia

12 CH, misturado ao sal mineral durante 12 meses. As contagens foram realizadas a cada 14
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dias e observaram diminuicéo significativa na contagem média de teledginas por ano no grupo
tratado com o bioterdpico quando comparado com o grupo controle. Neste grupo, houve
reducdo em 50% no numero de fémeas ingurgitadas e os animais demonstraram maior ganho
de peso em relagdo aos demais grupos. Nao foi observada diferenca estatistica nos parametros
avaliados, entre os grupos tratados com amitraz e com o bioterapico 12 CH. Posteriormente,
Deffune e Oliveira (2009) utilizaram bioterapicos de carrapatos e de bernes nas dinamizagdes
12 CH e 12 DH (Vitae Uberaba), no sal mineral de vacas leiteiras naturalmente infestadas,
durante 0 mesmo periodo (12 meses) que Silva et al. (2008). E relataram semelhante
diminuicdo nas contagens de carrapatos, mas ndo no controle de bernes. A reducao foi de
46,5% nas contagens médias de teledginas em relacdo ao grupo controle, mas ndo houve
diferenga significativa entre 0s grupos.

Gazim et al. (2010) avaliaram 34 fémeas da espécie bovina, da raca Holandesa divididas em 2
grupos, sendo que o grupo controle recebeu sal mineral sem medicacdo e o grupo tratado
recebeu sal mineral misturado ao bioterapico de R. microplus, inicialmente na dinamizacao 12
CH por 6 meses e posteriormente na 30 CH por 22 meses. O experimento foi conduzido
durante 28 meses e no final deste periodo, as fémeas ingurgitadas de ambos os grupos foram
contadas, coletadas e pesadas para a realizacdo de bioensaios in vitro e do célculo da
eficiéncia reprodutiva. No grupo tratado foram descritas diferencas significativas nos
parametros: peso das fémeas ingurgitadas, peso dos ovos, eclodibilidade das larvas e reducao
em 22% na eficiéncia reprodutiva em relacdo ao grupo controle. O menor percentual de
eclodibilidade foi 50% no grupo tratado, enquanto no grupo controle permaneceu entre 80 a
95%, demonstrando interferéncia do bioterapico no ciclo de vida dos carrapatos R. microplus.
Diferentemente dos resultados supracitados, Almeida et al. (2008) avaliaram os parametros
bioldgicos de fémeas adultas de Amblyomma cajennese alimentadas em coelhos tratados com
bioterapico de A. cajennense 30 CH, durante 20 dias e ndo observaram efeitos significativos.
Costa-Junior & Furlong (2011) testaram o produto homeopético comercial (fator C&MC®-
Arenales Flora e Fauna) em bezerros mesticos Holstein e Zebu (7/8), com 6 a 8 meses de
idade sob infestacdo controlada com 8.000 larvas, 2 vezes por semana, durante 5 meses e
observaram eficiéncia de 26% com a preparacdo homeopatica.

Seguindo a Lei das diluigdes é preconizado que quanto mais se aproxima de um estado
lesional, faz-se necessario utilizar baixas diluicdes e frequéncia de administracdo maior; as
baixas diluicbes agem no plano organico e material. As diluicdes médias agem sobre o plano
funcional e sintomatico mediante frequéncia de administracdo didria. E as altas diluigdes

agem sobre o plano sensorial e psiquico, em etiologias profundas e cronicas, pois atua sobre
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restruturacdes constitucionais e diatésicas com frequéncia de administracdo a cada 3 a 5 dias
(Michaud 1998).

A homeopatia por seu custo reduzido, auséncia total de toxidez tornou-se a medicina de
escolha em rebanhos a nivel populacional. A transformacgdo da homeopatia de uso individual
para 0 uso populacional € feita considerando o rebanho ou a propriedade como individuo
unico (Arenales 2001; Real 2008). Essa opcao veio da necessidade de tratar varios animais
com a mesma afeccdo e baseou-se na conduta de Hahnemann que tratou individuos em uma
epidemia de escarlatina com o Mercurius, medicamento que apresenta patogenesia
semelhante aos sintomas da afeccdo. A homeopatia populacional veio facilitar o manejo, levar
a um numero grande de animais os beneficios dos produtos homeopéticos e vem sendo
utilizada no controle de carrapatos (Real 2008).

A homeopatia desperta incontaveis questionamentos para o pesquisador tanto em pesquisa
basica, como em clinica (Bellavite 2000). E sdo inUmeras as possibilidades de pesquisa,
principalmente em relacdo ao preparo dos bioterapicos (Almeida 2006), as dilui¢bes
empregadas, qual matéria-prima utilizar, a forma e frequéncia de administracdo, duracéo do
tratamento e local de acdo do medicamento. Portanto, anélises mais especificas devem ser
realizadas com o objetivo de avaliar as ultradiluicdes e elucidar o mecanismo de agdo do

bioterapico de carrapatos.

2.4 Fitoterapia

O Brasil possui cerca de 20% das plantas existentes no planeta demonstrando grande
biodiversidade vegetal. Por isso apresenta alto potencial de se transformar em um expoente
para a obtencdo de substancias bioativas medicinais (Pott & Pott 1994), que venham a ser
Uteis nas areas cientifica, tecnoldgica e comercial (Chagas 2004).

H& milhares de anos as plantas medicinais tém sido utilizadas com finalidades terapéuticas,
possivelmente desde a época dos antigos romanos e seu uso popular vem sendo propagado de
geracdo em geracdo até os dias de hoje. A partir do desenvolvimento da fitoquimica, foi
possivel o isolamento de principios ativos de plantas e a utilizacdo de fracGes e substancias
isoladas (Turolla & Nascimento 2006) descritas nas diversas farmacopéias.

Estima-se que a comercializagdo de fitoterapicos represente 7% do total de medicamentos
comercializados no Brasil. Varios pesquisadores acreditam que a tendéncia € de crescimento
do mercado em virtude do custo e da rapidez na producdo do fitoterapico em relacdo aos

compostos sintéticos (Jorge 2004). Apesar dessa visdo predominante, Jonsson (2004) ressalta
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gue nem sempre 0s extratos vegetais sdo mais seguros e com menor custo de producéo do que
0s produtos sintéticos.

Nos paises em desenvolvimento, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) incentiva a
pesquisa e recomenda a utilizacdo de fitoterapia nos programas de assisténcia a Saude da
populacdo, afirmando ser um método seguro e eficaz. Sabe-se que 80% da populacdo de
paises em desenvolvimento utilizam préticas tradicionais e desse total, 85% fazem uso de
plantas medicinais. No Brasil, ndo se sabe qual percentagem da populacdo utiliza plantas ou
fitoterapicos, mas, provavelmente seguem essa tendéncia (BRASIL 2009).

As plantas acumulam substancias que podem ser biossintetizadas a partir do metabolismo
primario ou secundario. Esses metabolitos podem possuir efeitos terapéuticos, toxicos ou
mesmo podem ndo possuir efeito bioldgico e/ou farmacoldgico. Os metabolitos priméarios séo
substancias amplamente distribuidas na natureza, presentes em praticamente todos o0s
organismos. Os metabdlitos secundarios sdo compostos derivados dos metabolitos primarios,
e gue aparentemente ndo possuem relagdo com o crescimento e com o densenvolvimento da
planta, mas garantem vantagens a sobrevivéncia das espécies e podem ser utilizados para fins
medicinais, agrondmicos e alimentares. S&o produzidos em quantidades menores que 0S
metabdlitos priméarios e tendem a ser sintetizados em estdgios particulares de
desenvolvimento da planta. Por esse motivo podem ser consideradas biomoléculas especiais e
possuem valor econdmico e comercial (Balandrin et al. 1985; Chagas 2004).

O estudo das plantas medicinais e seus extratos vegetais sdo de grande relevancia, tendo em
vista a utilizacdo das substancias ativas ou metabdlitos secundarios como prot6tipos para o
desenvolvimento de novos farmacos sintéticos, adjuvantes e fitofarmacos menos toxicos e
mais eficazes (Schulz et al. 2002).

Os produtos naturais apresentam diversas aplicacOes, dentre essas sdo usados como
praguicidas, nematicidas e acaricidas. Os efeitos dos fitoinseticidas sobre os insetos sao
variaveis, desde repeléncia, redugdo da alimentagdo e da fertilidade, alteracdo do
comportamento até a morte (Arnason et al. 1990; Bell et al. 1990).

Exemplos de metabdlitos secundarios de plantas com acdo pesticida, utilizados
comercialmente sdo a nicotina, a piretrina e a rotenona (Balandrin et al. 1985). As principais
plantas estudadas com acdo inseticida sdo do género Nicotiana (Solanaceae), Derris,
Lonchocarpus, Mundulea, Tephrosia, (Leguminosae), Cassia (Fabacia), Croton
(Euphorbiaceae), Chrysanthemum (Asteraceae) (Balandrin et al. 1985; Saito & Lucchini
1998) e a Azadirachta indica (Meliaceae) (Saito & Lucchini 1998; Vieira et al. 2000; Saito
2004).
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O tabaco obtido da planta Nicotiana tabacum foi um dos primeiros inseticidas vegetais
utilizados (Roel 2001) em funcdo da acdo toxica da nicotina (Saito 2004) e vém sendo
investigado em bovinos naturalmente infestados no controle de R. microplus (Nogueira &
Barci 2003; Meinrez et al. 2007; Olivo et al. 2009).

Das espécies do género Derris, Lonchocarpus e Tephrosia, conhecidas popularmente como
timbos, a rotenona produzida por estas plantas apresenta atividade piscicida e inseticida, esta
ultima com grande utilizagdo na pecudria organica (Saito 2004).

Com o nome de piretro, s&o conhecidas algumas espécies do género Chrysanthemum (Saito &
Lucchini 1998) que apresentam atividade inseticida, atribuida as piretrinas, cinerinas e
jasmolinas (I e I1); sendo a piretrina | a mais ativa. O estudo fitoquimico e o isolamento das
piretrinas originaram moléculas sintéticas com maior efeito inseticida e mais estaveis que a
original, denominada piretréides (Saito 2004).

Jonsson (2004) compilou alguns trabalhos com plantas que apresentaram atividade acaricida:
Artocarpus altilis (Williams 1993), Azadirachta indica (Williams 1993; Kalakumar et al.
2000; Benavides et al. 2001), oleo da casca de Citrus spp. (Chungsamarnyart & Jansawan
1996), Cleome hirta (Ndungu et al. 1999), Commiphora erythraea (Carroll et al. 1989),
Gynandropsis gynandra (Lwande et al. 1999), Gutierrezia spp. (Miller et al. 1995),
Margaritaria discoidea (Kaaya et al. 1995), Ocimum suave (Mwangi et al. 1995), Pimenta
dioica (Brown et al. 1998; Martinez-Velazquez et al. 2011a), Stemona collinsae (Jansawan et
al. 1993), Stylosanthes scabra (Khudrathulla & Jagannath 2000) e Tamarindus indicus
(Chungsamarnyart & Jansawan 2001). E concluiu com base nos resultados que as plantas A.
indica, Gutierrezia spp., G. Gynandra e S. Collinsae possuiam potencial para novos produtos,
porém, ressaltou a necessidade de ensaios mais especificos quanto a eficacia, concentracao

efetiva a campo e custo-beneficio da producéo.

2.4.1 Fitoterapia e Carrapatos

Estudos com plantas tém sido conduzidos na tentativa de encontrar extratos, frages ou
substancias isoladas com propriedades acaricidas e este processo vem se intensificando nos
ultimos dez anos (Borges et al. 2011). Jonsson (2004) infere que a grande maioria dos
bioensaios que avaliaram a eficicia de produtos naturais sobre os ixodideos sdo investigacoes
in vitro, que séo poucos os realizados a campo ou em condig¢des controladas e raros 0s estudos

de toxicidade.
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Vérias sdo as vantagens da utilizacdo de extratos vegetais em bovinos, dentre elas, a
possibilidade de aplicacdo em fazendas que adotam a pecuaria organica, obtencdo de novas
moléculas para o desenvolvimento de produtos sintéticos, rapida degradagcdo, menor
quantidade de residuos ambientais e no alimento, além do desenvolvimento mais lento de
resisténcia pelos carrapatos (Balandrin et al. 1985; Saito & Lucchini 1998; Chungsamarnyart
et al. 1991; Roel 2001; Borges et al. 2011). Por outro lado, existem inseticidas botanicos
registrados que apresentam toxicidade a peixes, mamiferos e insetos Uteis a0 meio ambiente e
outros que sdo mais toxicos ao homem quando comparados a moléculas sintéticas (Jonsson
2004). Por isso € necessario conhecer a toxicidade da biomolécula e ressaltar que a aplicacao
de fitoinseticidas ndo dispensa o uso de equipamento de protecdo individual (Moreira et al.
2006). Quanto menor a dose letal 50 (DL50) mais tdxico é o produto ao organismo.

Extratos de diversas espécies de plantas foram avaliadas contra R. microplus e componentes
acaricidas ativos foram identificados, mas poucos apresentaram alta eficicia acaricida e/ou
interferéncia na reproducdo de R. microplus. As plantas que merecem énfase pela presenca
destes principios ativos sdo a Melia azedarach, Cymbopogon spp, Eucalyptus citriodora,
Eucalyptus staigeriana, Syzygium malacensis com Hesperozygis ringens, Cunila sp.,
Dahlstedtia pentaphyla, Hypericum polyanthemum, Drimys brasiliensis, Annona muricata
(Borges et al. 2011), Annona dioica e Simarouba versicolor (Catto et al. 2009).

Os extratos de plantas com atividade acaricida contra o R. microplus apresentam intensidade e
efeitos variados podendo causar mortalidade em um ou mais estagios do ciclo de vida
parasitaria, impedindo a oviposicdo ou eclosdo. As larvas, ninfas e fémeas adultas de R.
microplus apresentam diferencas quanto a composicao lipidica da cuticula, sendo que esta se
encontra ausente em larvas, presente em ninfas e com quantidade progressivamente maior nas
fémeas adultas ap6s a alimentacdo. Portanto, neste Gltimo estadgio o controle é mais dificil,
pois o produto deve ser lipossoluvel para dissolver os componentes da epicuticula e
hidrossoluvel para passar para as camadas mais polares da cuticula (Hackman & Filshie
1982).

Testes de triagem in vitro sdo baseados nos estagios de vida livre do carrapato e podem ser
realizados com larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus para a avaliacdo da eficacia dos
fitoterapicos, fragdes e substancias isoladas. Com larvas podem ser realizados o teste de
pacote de larvas (TPL) e o teste de imersdo com larvas (TIL). Enquanto que com fémeas
ingurgitadas é realizado o teste de imersdo de adultas (TIA) para avaliar a suscetibilidade e
percentagem de mortalidade aos produtos naturais. O TIA também possibilita avaliar a taxa

de oviposicéo e de eclodibilidade de larvas entre fémeas do grupo controle e do grupo tratado
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para detectar se o principio ativo tem acéo sobre o sistema reprodutivo (Chagas et al. 2002;
Chagas 2008; Klafke 2008).

Alta taxa de mortalidade em larvas de R. microplus foram obtidas com o0s extratos
cloroférmico, hexéanico de frutos maduros de M. azedarach a 0,25% com respectivamente
100% e 98% de mortalidade (Borges et al. 2003), diferentemente do etandlico que mostrou
50% de mortalidade. Os extratos hexanicos e metandélicos de H. polyanthemum (Ribeiro et al.
2007) e Calea serrata ambos a 0,625% (Ribeiro et al. 2008), os extratos etandlicos de A.
muricata a 2% (Broglio-Micheletti et al. 2009) e 0 aquoso da casca de S. versicolor a 0,78%
(Pires 2006) demonstraram 100% de mortalidade larval. Estudo conduzido por Nogueira e
Barci (2003) utilizando o decocto de fumo de corda a 5% associado a cal virgem a 1,25%
demonstrou mortalidade de larvas de R. microplus acima de 95%. Porém outros extratos
vegetais demonstraram menor atividade larvicida, como o etanolico 1,25% (12,5 mg/mL) e
aquoso 0,826% (8,26 mg/mL) de Anadenanthera macrocarpa respectivamente com
mortalidade de 76,6% e 71,9% (Filho 2007).

Os extratos cloroférmico, hexanico e etanolico de frutos maduros da M. azedarach 0,25%
mostraram inibicdo da eficiéncia reprodutiva de fémeas de R. microplus respectivamente em
100%, 91,5% e 45,6% (Borges et al. 2003). A atividade dos extratos etandlico da raiz da A.
dioica a 1% associado ao da casca verde da S. versicolor a 2,5% (Catto et al. 2009), aquoso da
S. versicolor a 1,72% (17,2 mg/mL)(Pires et al. 2007) e etanolico de sementes de A. muricata
a 2% (Broglio-Micheletti et al. 2009) mostraram 100% de interferéncia sobre a reproducéo,
enquanto o extrato de acetato etilico e hexanico de Piper aduncum 10% (100 mg/mL) (Silva
et al. 2009) mostraram percentagens mais baixas, respectivamente 61% e 54%.

Escassos sdo 0s extratos que demonstram alta atividade acaricida sobre fémeas ingurgitadas
de R. microplus, dentre estes, foi descrito o etandlico de Dahlstedtia pentaphyla a 20%
(Pereira & Famadas 2006), o etandlico de S. versicolor a 20% (Catto et al. 2009) e 0 hexanico
de frutos verdes de M. azedarach a 0,25% (Sousa et al. 2008) que causaram 100% de
mortalidade. O extrato etandlico de Glechon spathulata a 2% (Buzatti et al. 2011),
hidroalcoolico de Eucalyptus sp. a 10% (Costa et al. 2008) e o de S. collinsae a 50%
(Jansawan et al. 1993) apresentaram percentagem de mortalidade semelhantes, 99%, 96% e
93% respectivamente, porém, neste ultimo foi utilizado concentragdo mais alta. Outros
extratos mostraram menor atividade sobre as fémeas adultas de R. microplus, sendo 72% de
mortalidade com o extrato aquoso de Glechon spathulata a 2% (Buzatti et al. 2011), 70 a 89%
com o extrato aquoso e etanolico de frutos de T. indicus a 10% (Chungsamarnyart &
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Jansawan 2001) e 62% com o extrato hexanico de P. dioica a 0,1% (1 mg/g) (Brown et al.
1998).

Os Gleos essenciais tém merecido destaque, pois podem causar atracdo, repeléncia, toxicidade
ou mortalidade de insetos, microrganismos e parasitos (Brown et al. 1998; Saito 2004; Isman
& Machial 2006; Santoro et al 2007; Pasay et al. 2010). Algumas substancias dos 6leos
volateis que tém sido empregadas para o controle de insetos e microrganismos, sdo o
citronelal (Chagas et al. 2002), os a- ¢ B-pinenos, o nerol, o limoneno, o mentol, a piperina
(Saito 2004), as substancias sulfuradas do extrato do alho (Saito 2004; Costa-Junior &
Furlong 2011), o carvacrol, o timol (Isman &Machial 2006; Martinez-Velazquez et al. 2011b;
Cruz et al. 2013), o a-asarone (Ghosh et al. 2011), o geraniol (Chagas et al. 2012) e o eugenol
(Brown et al. 1998; Saito 2004; Santoro et al. 2007; Marin 2008; Pasay et al. 2010).

Os 0leos essenciais de C. winterianus na concentracéo de 5,5% e 7,14% (Martins 2006), de E.
staigeriana 10%, Eucalyptus globulus 20%, E. citriodora 10% (Chagas et al. 2002; Ribeiro et
al. 2010), H. ringens 0,0625% (Ribeiro et al. 2010), Cunila angustifolia, Cunila incana 2,5
puL/mL, C. spicata 0,5% (5 pg/mL) (Apel et al. 2009), Cuminum cyminum 1,25%, P. dioica
2,5% (Martinez-Velazquez et al. 2011a), Piper aduncum 0,01% (Silva et al. 2009) e Lippia
alba 3% (Lima et al. 2012) mostraram-se eficazes para larvas de R. microplus com
mortalidade de 100%. E a eficécia larvicida do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis a 20%
foi inferior, mostrando mortalidade de 85% para R. microplus (Martinez-Velazquez et al.
2011b).

O oleo essencial de C. winterianus na concentracdo de 7,14% mostrou inibigdo total da
eclodibilidade (Martins 2006), o de C. nardus a 1% inibiu 92,1% (Olivo et al. 2008),
enguanto o de H. ringens na concentracdo de 5% (50 pL/mL) inibiu 95% da eclodibilidade de
larvas (Ribeiro et al. 2010), mostrando acdo dos Oleos essenciais no sistema reprodutivo
destes ixodideos.

Para fémeas ingugitadas, os dleos essenciais de E. staigeriana na concentracdo de 15%, E.
globulus 10%, E. citriodora 25% mostraram eficacia de 100% (Chagas et al. 2002), enquanto
o0 de Lippia gracilis (LGRA- 201) a 0,887% (8,87 mg/mL) (Cruz et al. 2013) e o 0leo de
citronela a 10% (Olivo et al. 2008) mostraram respectivamente 90% e 81% de mortalidade.
Apesar do grande numero de extratos vegetais identificados com atividade para R. microplus,
sdo reduzidos os que demonstraram alta eficacia acaricida em bovinos a campo e raros 0s
experimentos com 06leos essenciais in vivo. A diferenca de eficacia dos extratos vegetais
observada nos testes in vitro e in vivo deve-se a degradacdo do principio ativo devido a

instabilidade da molécula na presenga de luz, variagbes de temperatura, pH e degradacédo
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microbiana (Mulla & Su, 1999; Chagas et al. 2012) e nos Gleos essenciais particularmente
devido a répida volatilizacdo (Isman & Machial 2006). Por outro lado, a alta volatilidade e
acdo local dos 6leos essenciais sdo caracteristicas vantajosas, pois diminuem a toxicidade e a
manutencdo de residuos no ambiente (Isman 2000).

Borges et al. (2005) avaliaram a eficacia do extrato hexanico de frutos maduros de M.
azedarach a 0,25% em bezerros artificialmente infestados por R. microplus e obtiveram
eficécia de -1,6 a 63,6% (eficacia média 27,3%), demonstrando baixa ac¢do acaricida. Sousa
(2008) avaliou o concentrado emulsionavel do extrato hexanico de frutos verdes de M.
azedarach em diferentes concentracdes, em fémeas mesticas holandés-zebu, artificialmente
infestadas e obtiveram eficacia diaria superior variando de -46,7 a 82,6% para a concentracao
0,25% e -16,6 a 89% para a concentragdo 0,5%. O extrato hexanico de frutos verdes de M.
azedarach mostrou efetividade 1,49 vez maior que o de frutos maduros.

Posteriormente Sousa et al. (2011) avaliaram o concentrado emulsionavel do extrato hexanico
de frutos verdes de M. azedarach a 0,25 e 0,5 %, Beauveria bassiana (2,4 x 10° conidios) e a
associacdo do concentrado emulsionavel a 0,25% com Beauveria bassiana (2,4 x 10°
conidios) em fémeas mesticas Holstein-zebu, artificialmente infestadas. As eficcias médias
foram 14,7%, 31,6%, 9,2% e 39,7% respectivamente, mostrando melhor resultado no controle
de R. microplus para a associacao entre o concentrado de M. azedarach a 0,25% e Beauveria.
Pereira e Famadas (2006) utilizaram extratos de D. pentaphylla 10%, em novilhas holandesas
artificialmente infestadas por R. microplus e obtiveram a méxima eficiéncia de 76,1% no
terceiro dia ap0s a aplicacdo, enquanto no 7° dia a eficiéncia foi 68,1%.

Meinrez et al. (2007) avaliaram a eficacia do extrato aquoso de fumo de corda a 5% associado
a cal extinta a 2% no controle de teledginas em bovinos leiteiros naturalmente infestados e
obtiveram 62,4% de mortalidade. Enquanto, Olivo et al. (2009) com o extrato aquoso a 1,25%
observaram eficacia de 77,5% aos 14 dias ap6s o tratamento, com banhos de asperséo durante
trés dias consecutivos.

Outros pesquisadores obtiveram eficacia menor, como Moyo et al. (2009) que utilizaram o
extrato de Lantana camara a 40%, em bovinos infestados por R. microplus e obtiveram
eficacia de 57%. E Zaman et al. (2012) que avaliaram o extrato composto (frutos de A. indica,
frutos de N. tabacum, flores de Calotropis pacera e sementes de Trachyspermum ammi) em
diferentes concentragdes (15, 30, 45%). Na concentragdo de 45%, observaram que houve
reducdo de 46,9% no nimero de fémeas ingurgitadas, no 6° dia apos a aplicacao.

Com a utilizacdo dos 0Oleos essenciais no controle de R. microplus, os resultados obtidos por

Heimerdinger et al. (2006) e Agnolin (2009) foram semelhantes. Os primeiros autores
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testaram a eficacia de extratos alcodlicos de C. citratus em diferentes concentragdes, em
bovinos da raca Holandesa, naturalmente infestados. E observaram que a solucdo contendo
2,72% reduziu a infestacdo em relacdo ao grupo controle em 40,33%, 46,56% e 41,46%,
respectivamente, no 3°, 7° e 14° dias pds-tratamento. Enquanto, Agnolin (2009) testou o 6leo
de citronela 4% em vacas holandesas e a eficacia foi de 40%, 41,5% e 35,8% respectivamente
nos dias 3, 7 e 14 apos o banho de aspersao.

Ainda que os resultados a campo sejam inferiores aos ensaios laboratoriais, a eficicia de
varias biomoléculas provenientes de produtos naturais tem se mostrado superior a de muitos
produtos sintéticos, em virtude do desenvolvimento da resisténcia de R. microplus aos
carrapaticidas. Por esse motivo é importante adotar metodologias de manejo com reaplicacdes
adequadas a atividade acaricida de cada planta (Pereira & Famadas 2006).

E fundamental a realizacdo de pesquisas voltadas para a busca e identificacio de novas
substancias eficientes contra R. microplus, estaveis no meio ambiente, economicamente
viaveis e cuja via de administracdo e manejo sejam facilitados para aplicacdo na pecuéaria

bovina.

2.5 Bem-Estar Animal

Bem-estar animal é definido por Broom (1986) como o “estado de um organismo em relacdo
as tentativas de enfrentar as condigdes de seu ambiente”, envolvendo situagdes de adaptacéo,
equilibrio ou de risco e quanto maior o desafio ao qual o animal é submetido, mais dificil é a
adaptacdo deste a nova condicdo, resultando em menor grau de bem-estar (Broom & Molento
2004; Bond et al. 2012). O conceito de bem-estar ndo se restringe ao conceito simplificado de
“estar bem” (Sant’Anna & Paranhos da Costa 2010), trata-se de uma caracteristica mais
ampla, individual e variavel de acordo com a faixa etéria e a espécie. Esta relacionado com
todos 0s aspectos referentes ao ambiente, incluindo respostas fisioldgicas, neuroenddcrinas e
comportamentais (Broom 2008).

As cinco liberdades séo o ponto de partida para garantir bem-estar aos animais de producéo,
mas ha necessidade de aprofundamento e identificacdo dos pontos relevantes que interferem
na qualidade de vida, conforto e bem-estar dos animais (Cerqueira et al. 2011). O bem-estar
pode ser avaliado mediante diferentes enfoques, como: a expectativa de vida e mortalidade do
rebanho; taxa de crescimento, de reproducéo e de produtividade; presenca e severidade de
dor; percentagem de animais com lesdes, doencas, alteragdes comportamentais e estereotipias

no rebanho.
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O conforto dos animais significa produtividade, enquanto a auséncia dele interfere de forma
negativa, pois diminui o consumo de matéria seca, a taxa de fertilidade e propicia o
aparecimento de afecgdes (Bach et al. 2007) que culminam em menor producdo e perda
econémica. Os aspectos que vém sendo utilizados para avaliar o conforto em funcdo das
instalacBes e do tipo de manejo séo os valores de temperatura e umidade, presenca de abrigo,
de sombreamento, espaco fisico, tipo de piso, presenca e tipo de cama, qualidade do ar e agua,
dieta nutritiva, ganho de peso, auséncia de dor (Pires et al. 2010), auséncia de parasitos
(Rousing et al. 2000), doengas, injdrias, agressividade (Sant’Anna & Paranhos da Costa 2010)
e os efeitos da interacdo homem-animal (Rosa & Paranhos da Costa 2001; Pires et al. 2010).

O manejo a que os animais sdo submetidos, independentemente do tipo de sistema adotado,
deve garantir conforto e bem-estar. Acredita-se que os sistemas de producdo extensivos
garantam mais bem-estar, pois permite espaco fisico, expressdao do comportamento natural da
espécie e liberdade de movimentacdo; enquanto 0s sistemas intensivos privam essas
atividades (Leeb et al. 2004) e estdo mais distantes do ambiente natural (Molento 2012). Por
outro lado, alguns pastos podem ser inadequados pela auséncia de alimento, de abrigo, de
sombreamento, de medidas de controle de afecgdes ou pela presenca de predadores (Leeb et
al. 2004). Von Keyserlingk et al. (2009) enfatizaram a necessidade de mudangas e
aperfeicoamento no sistema de criacdo de bovinos integrando trés questdes: salde, conforto e
manutencdo do ambiente natural. Porém, ressaltaram que mudancas que criam deficiéncias
graves sdo piores aos animais. Exemplo disso ocorre ao favorecer 0 acesso ao pasto para
bovinos de leite propiciando a movimentag¢do dos animais, mas com radiacdo solar excessiva
em virtude da falta de sombreamento (von Keyserlink et al. 2009); ou mesmo, a criacdo de
bezerros em grupos, favorecendo a liberdade de expressar o comportamento natural, mas com
exposic¢do a microrganismos patogénicos provocando alta morbidade e mortalidade (Quigley
2002). Paranhos da Costa (2000) destaca a importancia de conhecermos a biologia do bovino
e Molento (2012) reafirma a necessidade de mais pesquisas sobre o que de fato séo
necessidades e prioridades para cada espécie animal. Atualmente, sabe-se que o animal se
mantém em melhor condi¢do de bem-estar quando possui acesso a agua e alimento de boa
qualidade, protecdo contra predadores, frio, calor e sol, presenca de bom sistema de
ventilagdo, vacinagdo contra doencas endémicas, vermifugacdo, controle de ectoparasitos
(Broom 2008) e de tratamento adequado, quando necessario. Entretanto, alguns problemas
surgem com a intensificacdo da pecuaria bovina, com a realizacdo de mutilagcbes de rotina
sem anestesia, aumento da producdo acima das possibilidades de cada animal, presenca de

ferimentos, claudicacdo pela inadequacdo das instalaches (tecnopatias), agressdes por
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superpopulacéo, estereotipias por tédio e uso frequente de antibidticos devido a exposicdo
constante a microrganismos patogénicos.

A alta densidade populacional ou manejo inadequado resulta em estresse social aos animais
de producdo, que consequentemente afeta o desenvolvimento, os indices produtivo e
reprodutivo, influenciando diretamente na qualidade da carne e do leite e diminuindo o bem-
estar (Broom & Fraser 2010; Pires et al. 2010; Gomez-Laguna et al. 2011).

Os maiores problemas de bem-estar encontrados em bovinos de leite sdo a ocorréncia de
mastite, afeccOes de casco, infertilidade, tecnopatias, alteracbes comportamentais e as
deficiéncias nutricionais (Broom 2008; Bond et al. 2012). No Brasil, a infestacdo por
carrapatos R. microplus também constitui um problema de bem-estar (Costa et al. 2013), visto
que, a irritagdo e o prurido na pele resultam em inflamacé&o, desconforto, aumentam o risco de
infeccbes secundarias e causam dor no local lesionado (Rousing et al. 2000). Além destes
aspectos supracitados, podem causar anemia, diminuicdo de peso e da producdo de leite,
reducdo da qualidade do couro e transmissdo das afeccGes anaplasmose e babesiose bovina
que podem levar o animal a morte (Francis 1966).

Para a identificacdo e quantificacdo do bem-estar animal, ha uma série de indicadores e
protocolos que vem sendo utilizados. Os indicadores baseiam-se em informagGes e medidas
obtidas no ambiente e no proprio animal (Sant’Anna & Paranhos da Costa 2010). Atualmente
ha preferéncia para a avaliacdo de parametros que mantém o foco principal nos animais
mediante aspectos fisioldgicos, patoldgicos e etoldgicos (Cerqueira et al. 2011).

O protocolo Welfare Quality foi desenvolvido para avaliar o bem-estar na espécie bovina,
elaborado por 40 entidades e pesquisadores de institutos de 17 paises e vem sendo adotado
pela Comunidade Europeia. Constitui um guia para a avaliacdo e pontuacdo do bem-estar nos
sistemas de producdo (Molento 2012) e baseia-se em 12 critérios agrupados em quatro
principios, que sdo independentes entre si, mas se complementam (Welfare 2009). O primeiro
deles visa a manutencdo da boa alimentacdo dos animais pela auséncia de fome e sede
prolongada, avaliado mediante a disponibilidade, a limpeza de comedouros e bebedouros e o
escore corporal. O segundo visa a utilizacdo de instalagdes adequadas que garantam conforto
térmico, higiene e qualidade de instalacdes. Para avaliar o conforto térmico quantifica-se o
tempo que os animais permanecem deitados, enquanto para a avaliacdo da higiene é feito o
escore de sujidade dos animais. A qualidade das instalagbes é monitorada por meio de
parametros como tamanho, densidade, facilidade de movimentacdo dos animais, lesdes em
decorréncia da estrutura fisica e a possibilidade de acesso a area externa ou pasto. O terceiro

principio visa monitorar alteragdes clinicas, como a identificacdo da presenca ou auséncia de
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tosse, secrecdo ocular e nasal, dificuldade respiratoria, timpanismo rumenal, diarreia,
claudicacdo, alteracbes dermatoldgicas (edema e alopecia) e mortalidade. Além destas
alteracbes também é avaliada a auséncia de dor em funcdo de procedimentos mutilantes;
descorna, corte de cauda e castracdo. O quarto principio consiste na identificacdo do
temperamento, na presenca de estereotipias e na interacdo homem-animal (Welfare 2009). O
estado de bem-estar animal é quantificado mediante a escala de pontuacdo do Welfare Quality
e pode variar de excelente, bom, regular (aceitavel) e péssimo (inaceitavel).

Outros protocolos podem ser utilizados para a avaliagdo do bem-estar animal como o
Programa Bristol de Avaliacdo de Bem-Estar (BWAP) (Leeb et al. 2004), o Programa de
gestdio do Bem-Estar Animal da Escdcia, o indice de Necessidade Animal ANI- 35 da Austria
(Bartussek 1999), o ANI- 200 da Alemanha (Sundrum et al. 1994), QLK- 5 da Dinamarca
(Rousing et al. 2000), além de programas especificos para o atordoamento de animais durante
0 abate e regras para o transporte de animais vivos (Grandin 2010).

Para a avaliacdo cientifica do grau de bem-estar animal é necessaria a utilizacdo de técnicas
de diagnoéstico e mensuracdo direta e indireta de indicadores fisioldgicos e imunoldgicos. Os
parametros incluem frequéncia cardiaca, respiratoria, temperatura corporal, pressao
sanguinea, nivel de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina), dosagem enzimatica das
adrenais (tirosina hidroxilase da adrenal, feniletanolamina-N-metil transferase, monoamina
oxidase), do metabolito da catecolamina (&cido vanililmandélico), de hormdonios
adrenocorticais (cortisol e cortisona), de hormonios reprodutivos, ACTH, opidides (endorfina,
encefalinas, dinorfinas) (Bristol 2004), imunoglobulinas, citocinas e mais recentementemente,
as proteinas de fase aguda (haptoglobina, alfa 1-glicoproteina &cida, proteina C reativa,
amiloide A sérica) (Petersen et al. 2004; Gruys et al. 2005a; 2005b; Cray et al. 2009; Gomez-
Laguna et al. 2011; Ceciliani et al. 2012).

O conhecimento dos parametros fisioldgicos e comportamentais da espécie bovina associado
as boas praticas de manejo tem possibilitado melhorar a produtividade, a qualidade de vida e
consequentemente o0 bem-estar dos animais (Paranhos da Costa & Cromberg 1997, Paranhos
da Costa et al. 2002).
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2.6 Proteinas de Fase Aguda

A mensuracdo da concentracdo das proteinas de fase aguda representa um dos mecanismos da
resposta imune inata e uma possibilidade importante de determinacdo do estado de satde dos
animais. E utilizada no diagndstico precoce de afecgbes, na avaliacdo do grau de severidade,
no acompanhamento de enfermidades inflamatdrias e infecciosas (Petersen et al. 2004), na
diferenciacdo de condicdes inflamatdrias de ndo inflamatérias (Gabay & Kushner 2001), de
inflamacGes agudas ou cronicas (Horadagoda et al. 1999), em testes de efetividade de vacinas
e medicamentos (GOomez-Laguna et al. 2011), prognéstico, monitoramento de tratamentos
(Eckersall 2008) e do estresse (Lomborg et al. 2008; Carvalho et al. 2008), bem como para a
avaliacdo do bem-estar animal (Arthington 2003; Petersen et al. 2004; Ceciliani et al. 2012).
Com a mensuragdo das proteinas de fase aguda € possivel obter o diagnostico prévio ao
aparecimento dos sinais clinicos e comportamentais, garantindo sucesso no tratamento e
impedindo as perdas de desempenho (GOmez-Laguna et al. 2011).

A resposta de fase aguda é a reacdo do organismo a distdrbios locais ou sistémicos a
homeostase causadas por infeccdo, infestacdo parasitaria, injdria tecidual, trauma, cirurgia,
crescimento neoplésico ou desordens imunoldgicas (Ndungu et al. 1991; Baumann & Gauldie
1994; Lobetti et al. 2000; Cerdn et al. 2005; Gruys et al. 2005b). A resposta € induzida por
glicoproteinas denominadas citocinas proinflamatérias que agem como mensageiros entre o
local de injaria e o principal local de sintese das proteinas de fase aguda; os hepatécitos
(Suffredini et al. 1999; Petersen et al. 2004; Cerdn et al. 2005; Gruys et al. 2005b). As
citocinas proinflamatérias podem ser divididas em dois grupos principais em relacdo a
inducdo de resposta de fase aguda, chamadas de citocinas tipo IL-1 que incluem o fator alfa
de necrose tumoral (TNF-a) e as do tipo IL-6 que agem em diferentes receptores na
membrana dos hepatécitos. As citocinas IL-1 iniciam o primeiro sinal autoestimulatério que
induzem a liberacdo de IL-6 em varios tipos celulares e estas parecem exercer um papel de
feedback negativo sobre a IL-1 (Heinrich et al. 1990). As proteinas do tipo |, induzidas pela
IL-1 e sinergisticamente pela IL-6 incluem a al-glicoproteina &cida, fator complemento C3,
amiloide A sérica, haptoglobina (ratos) e proteina C reativa, enquanto as do tipo Il induzidas
somente pela IL-6 sdo o fibrinogénio, haptoglobina, alfa 1- antitripsina e ceruloplasmina.
Além desta divisdo, as proteinas de fase aguda podem ser classificadas de acordo com a
intensidade do aumento apés a estimulagdo por citocinas, em positivas como a haptoglobina,
amiloide A sérica, proteina C reativa (Steel & Whitehead 1994) e al-glicoproteina acida ou

em negativas quando ha decréscimo apds o estimulo, como a albumina, a pré-albumina, a
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transferrina, apoalbumina I e 1, alfa 2- HS glicoproteina, inibidor de alfa tripsina, (Gabay &
Kushner 2001; Gruys et al. 2005a), transcortina e a proteina de ligacéo do retinol (Gruys et al.
2005b).

A haptoglobina é a proteina de fase aguda considerada de importancia diagndstica em varias
espécies e consagrada como indicadora de processos inflamatorios assim como o fibrinogénio
(Wood & Quiroz-Rocha 2010), aumenta nas primeiras 24 a 48 horas apds o inicio da
inflamacdo, se mantém elevada enquanto houver alteracdo, mas volta rapidamente ao normal
(Eckersall 2008). Vaérias funcbes foram propostas, dentre as quais atividades
imunomodulatorias (Murata et al. 2004), prevencdo do estresse oxidativo aos tecidos,
atividade antibacteriana indireta (Eckersall 2008), mas a principal tem sido a prevencdo na
perda de ferro pela formacdo de complexos estaveis com a hemoglobina livre no sangue
(Petersen et al. 2004; Murata et al. 2004; Gruys et al. 2005a; Ceciliani et al. 2012).

Em bovinos é considerada uma proteina de maior atividade e 0 aumento na concentracdo de
haptoglobina foi descrito em processos inflamatdrios (Petersen et al. 2004, Eckersall 2008),
trauma cirargico (Fisher et al. 1997), doencas virais (Heegaard et al. 1999; Ganheim et al.
2003), doencas bacterianas (Godson et al. 1996; Hirvonen et al. 1996), fotossensibilizagdo
hepatdgena (Fagliari et al. 2007) e crise hemolitica aguda por babesiose (Bremner 1964).
Além disso, a mensuracdo da haptoglobina em bovinos pode ser utilizada para monitorar a
efetividade de diferentes tratamentos (Smith et al. 2010).

A alfa 1- glicoproteina &cida é uma proteina multifuncional, pois atua como proteina de
transporte, apresenta atividade imunomodulatéria sobre os neutrdfilos, protecdo contra
bactérias e age como acompanhante (Ceciliani et al. 2012). O aumento no soro de bovinos
estd correlacionado a doencas inflamatdrias agudas, doencas respiratorias (Nikunen et al.
2007) e mastite (Eckersall et al. 2001). Lecchi et al. (2009) sugere que esta proteina pode
participar da manutencdo da homeostase local, reduzindo os danos teciduais provocados pelos
processos inflamatorios. Em bovinos é uma proteina de fase aguda com resposta moderada,
portanto 0 aumento da al-glicoproteina acida é mais gradual, se mantém elevado por mais
tempo e decresce mais lentamente que a haptoglobina (Dowling et al. 2002; Eckersall 2008),
fato este observado em infeccOes experimentais por Pasteurela multocida (Dowling et al.
2002).

A transferrina € uma glicoproteina cuja fungdo principal é o transporte de ferro sérico entre os
locais de absorc¢édo, estoque e utilizacdo (Kaneko 1997, Smith 1997, Harvey 2008). Outras

funcBes foram constatadas para a transferrina, dentre elas, a modulacédo indireta da resposta
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imune, acdo direta sobre macréfagos induzindo a producdo de oxido nitrico (Stafford et al.
2004) e atividade antibacteriana e antiviral (Smith & Roberts 1994).

Na parasitologia, foram realizados ensaios sobre o papel das proteinas de fase aguda na
infecgdo por Plasmodium falciparum (Graninger et al. 1992), Leishmania infantum (Martinez-
Subiela et al. 2002; Martinez-Subiela & Ceron 2005), Trypanosoma brucei brucei (Eckersall
et al. 2001), Theileria annulata (Glass et al. 2003; El-Deeb & lacob 2012), e R. microplus
(Carvalho et al. 2008). Estes estudos demonstraram a importancia da mensuracdo das
proteinas de fase aguda para a avaliacdo da eficacia do tratamento (Graninger et al. 1992;
Martinez-Subiela et al. 2002; Martinez-Subiela & Ceron 2005), como triagem para
diagnostico precoce (Martinez-Subiela et al. 2002; Martinez-Subiela & Cerdn 2005; El-Deeb
& lacob 2012), no entendimento da patofisiologia da afeccdo (Eckersall et al. 2001; Glass et
al. 2003) e na identificagé@o de diferencas de suscetibilidade ao agente (Carvalho 2006).
Carvalho (2006) mensurou as proteinas de fase aguda, haptoglobina, amildide A, al-
glicoproteina cida e transferrina em soro de bovinos de dois grupos, um formado por animais
de raca resistente (Nelore) e outro da suscetivel (Holandés) a infestacdo de R. microplus. E
observou que os animais holandeses quando infestados produziram niveis mais altos da
proteina de fase aguda al-glicoproteina acida, enquanto animais da raca Nelore produziram
mais haptoglobina e amiloide A. Os niveis de haptoglobina e transferrina variaram no soro
dos animais de acordo com os niveis de infestacdo, mas para estas proteinas de fase aguda nédo
houve diferenca significativa entre os bovinos suscetiveis e resistentes.

A mensuracdo das proteinas de fase aguda pode ser mais Gtil que a das citocinas por
permanecerem mais tempo na circulacdo. Segundo Gruys et al. (2005a) as proteinas de fase
aguda se mantém inalteradas durante 48 horas ou mais, enquanto as citocinas sdo eliminadas
da circulacdo em algumas horas.

As proteinas de fase aguda sdo biomarcadores sensiveis e precoces para 0 monitoramento do
grau de saude dos animais, além de uma ferramenta importante para 0 monitamento de

tratamentos em bovinos (Ceciliani et al. 2012).
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EXPERIMENTO I- Avaliacédo do efeito do bioterapico injetavel de R. microplus 30 DH

em bovinos em condigdes controladas de infestacéo e in vitro.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve por objetivo avaliar a eficicia da terapéutica homeopatica no controle de R.
microplus em bovinos em condi¢des controladas e a interferéncia sobre o bem-estar dos

animais.

3.2 Objetivos especificos

- Realizar bioensaios in vitro para avaliar a eficacia do bioterapico sobre larvas e fémeas
ingurgitadas de R. microplus;

- Realizar bioensaios in vivo em animais artificialmente infestados por R. microplus, tratados
com o bioterapico injetavel 30 DH, para avaliar a eficacia e a performance reprodutiva das
fémeas de R. microplus apds o tratamento;

- Estudar possiveis alteracdes morfoldgicas no intestino de fémeas de R. microplus
alimentadas em bezerros tratados com o bioterapico 30 DH, por meio da Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET);

- Avaliar a interferéncia do tratamento, com o medicamento homeopatico, sobre o bem-estar

de bezerros infestados por R. microplus.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Processamento de bioterapico de carrapatos R. microplus

Neste experimento a forma farmacéutica basica foi manipulada por uma farmécia
especializada em estéreis e injetaveis, localizada na cidade de Riberirdo Preto, S.P. Foi
empregado o método Hahnemanniano, a partir de 10 gramas de fémeas ingurgitadas inteiras
de R. microplus provenientes de animais localizados em Jaboticabal, S.P.

Para a preparacdo do bioterapico de carrapatos, fémeas ingurgitadas foram submetidas a
trituracdo em insumo inerte (lactose) até a poténcia 6 DH e posterior diluicdo na proporgéo de

1:10, onde 1 parte era do insumo ativo (carrapatos) e 9 partes do insumo inerte (veiculo)
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segundo a escala decimal de diluicdo. A cada diluicdo o medicamento foi submetido a
agitacdo molecular (100 sucussbes) com braco mecanico até atingir a poténcia 30 DH,
segundo a Farmacopeia Homeopética Brasileira (2011). A técnica de preparo esta descrita no
ANEXO 1.

Para a preparacdo do veiculo isoténico foi utilizada &gua para injetaveis, obtida por um
processo de osmose reversa em duplo passo, que foi empregada na solucéo de ultradiluicdo do
bioterdpico de carrapatos.

Foram seguidas as normas de assepsia para o preparo de injetaveis, ou seja, foi produzido em
sala com fluxo laminar (ISO 5), controle de temperatura e umidade, de forma que o produto
final (medicamento) foi submetido a esterelizacdo para ser administrado por via parenteral.
Todo o material envolvido na coleta e processamento foi esterilizado antes de ser desprezado
como residuo contaminante biolégico, obedecendo a legislacdo pertinente (Farmacopeia
2011).

4.2 Bioensaios in vitro

4.2.1 Teste do pacote com larvas (TPL)

Teledginas de R. microplus coletadas de bovinos foram lavadas em agua destilada, secas em
papel toalha e individualizadas em placas de polietileno para realizarem a oviposicdo em
estufas B.O.D. (Fanem 347CD, S&o Paulo, Brasil) a 28°C £ 2°C e 85% de umidade relativa.
Decorridos 12 dias apds o inicio da postura, os ovos foram recolhidos com auxilio de uma
espatula e transferidos para recipientes de vidro, vedadas com algodao, identificadas e
mantidas em estufa B.O.D. Larvas com 14 a 21 dias ap0s a eclosdo foram utilizadas no TPL
segundo a técnica descrita por Shaw (1966) e adaptada por Leite (1988).

Foram utilizados papéis de filtro (Whatmann n°® 1) com dimens6es de 2x2 cm colocados em
placas de petri e impregnados cada um com 200 pl do bioterdpico na poténcia 30 DH e o
controle somente com o diluente (agua deionizada) em triplicatas (Figura 2A). Sobre o papel
impregnado foram depositadas 100 larvas e cobertas com outro papel impregnado com as
mesmas dimensdes como um sanduiche. Este conjunto foi colocado dentro de envelope
vedado com canaletas, nas laterais e extremidade superior (Figura 2B). Os envelopes foram
dispostos em bandejas plasticas, sendo mantidos em camaras incubadoras B.O.D. a 28°C +
2°C e 85% de umidade relativa por 24 horas. ApGs este periodo, foi realizada a contagem do
numero de larvas vivas e mortas em cada um dos papéis, com auxilio de uma bomba de vacuo

(Fanem CA BF 459, Sdo Paulo, Brasil) e um microscopio estereoscépico (Micronal, Brasesit
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11/ 37 S&o Paulo, Brasil) (Figura 3B). Larvas incapazes de se locomover foram consideradas
mortas.

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva, da Escola de Veterinaria, da Universidade Federal de Minas

Gerais.

Figura 2- Bioensaio com larvas de R. microplus. A- Impregnagdo dos papéis de filtro (2x2
cm) com bioterapico de R. microplus 30 DH e com &gua deionizada (controle) para realizacdo
do TPL. B- Envelope identificado e vedado com canaletas contendo o conjunto composto por
dois papéis de filtro impregnados e 100 larvas (técnica de Shaw 1966, modificada)
(Laboratorio de Doencas Parasitarias DMVP/ EV/ UFMG).

Figura 3- Bioensaio com larvas de R. microplus. A- leitura da percentagem de mortalidade. B-
bomba de vacuo e microscopio estereoscopico (Laboratério de Doencas Parasitarias DMVP/
EV/ UFMG).
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4.2.2 Teste de imersao de adultas (TIA)

Fémeas ingurgitadas de R. microplus foram coletadas de bovinos e posteriormente lavadas em
agua destilada. Para cada bioensaio foram selecionadas 10 fémeas, agrupadas pelo peso e em
seguida imersas em 100 mL de cada solucdo (bioterapico 30 DH e agua deionizada), durante
cinco minutos, utilizando-se copos de plastico descartaveis. Decorrido este tempo, 0S grupos
de fémeas ingurgitadas foram recolhidos e o excesso de solugéo retirado com papel toalha.
Posteriormente, as fémeas foram colocadas em placas, de forma individualizada devidamente
identificadas e mantidas em estufa B.O.D. a 28°C * 2°C e 85% de umidade relativa.

Apds 15 dias, a massa de ovos presente em cada placa de Petri foi avaliada para determinar a
performance reprodutiva, pesada e transferida para seringas plasticas adaptadas, vedadas com
algodéo, e mantidas em estufa B.O.D., nas mesmas condic¢des previamente citadas. Ao final
da eclosdo dos ovos foi avaliado o percentual de eclodibilidade. Os percentuais foram
calculados, por meio da técnica de quantificacdo de cascas e ovos com auxilio de um

microscopio estereoscopico (Drummond et al. 1973).

4.3 Bioensaio in vivo
4.3.1 Animais

Foram utilizados dez bezerros machos da raga Holandesa, com 8 meses de idade, pesando
aproximadamente 180 Kg e mantidos em baias individuais, nas instalacdes da Clinica de
Ruminantes, no Setor de Grandes Animais, do Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria
da UFMG.

Os bezerros foram criados em galpbes telados para impedir a entrada de moscas, e
semanalmente, foram banhados com produtos piretrdides para impedir infestacdo por
carrapatos. Os banhos foram suspensos 30 dias antes do experimento.

Os animais receberam silagem de milho, capim picado e racdo comercial com 18% de

proteina bruta, oferecidos em duas por¢oes diarias, além de sal mineral e agua “ad libitum .

4.3.2 Metodologia experimental

Os dez bezerros, sem prévio contato com carrapatos, foram infestados com aproximadamente
1500 larvas de R. microplus, com 14 dias apés a eclos@o. As larvas provinham de ovos dos

trés primeiros dias de postura. Foram distribuidas na regido do dorso, lombar e préximo a
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cauda de cada animal. Posteriormente, foram realizadas mais duas infestagcdes subsequentes,
com intervalos de sete dias, utilizando-se a mesma quantidade de larvas. Os bezerros foram
divididos em dois grupos de cinco animais:

- Grupo | os animais receberam 1,1 mL de liquido isotdnico dinamizado na poténcia 30 DH
por via subcutanea a cada sete dias por seis semanas (grupo controle);

- Grupo Il os animais receberam 1,1 mL do bioterapico na poténcia 30 DH por via subcutanea
a cada sete dias, durante seis semanas (grupo tratado).

As aplicagdes de bioterapico e solucdo salina se iniciaram um dia antes da infestacdo de larvas
e totalizaram seis aplicacoes.

Apbs a administracdo dos medicamentos, aguardava-se 60 minutos para realizar exame nos
animais para verificar eventuais alteracdes clinicas decorrentes do tratamento.

O projeto teve autorizacdo do Comité de Etica em Experimentacio Animal, CETEA-UFMG

(protocolo 276/ 10) para ser executado.

4.3.3 Acdo terapéutica do bioterdpico em bezerros experimentalmente infestados com R.

microplus

A eliminacdo de R. microplus e o efeito residual da formulacdo homeopatica foram avaliados
por meio de contagens de todas as fémeas, maiores ou iguais a 4,5 mm de comprimento,
presentes no lado esquerdo de cada bezerro. As contagens foram realizadas nos animais de
cada grupo experimental, a partir do 21° dia até o 38° dia ap6s a infestacdo larval (Villares
1941, modificado por Wilkinson 1955), totalizando 18 determinacGes por animal Para
obtencgéo da infestacéo total por animal, os valores obtidos nas contagens foram multiplicados
por dois (Oliveira 1993). E para categorizar o nivel de infestacdo utilizou-se a classificacdo
para a raca Holandesa proposta por Verissimo et al. (2004), que consideram baixa infestacdo a
contagem de 0 a 25 teledginas, média infestacdo de 26 a 100 e alta quando a contagem é

maior que 100 teledginas por animal.

4.4 Bioensaios in vitro ap6s o tratamento com o bioterapico de R. microplus

4.4.1 Performance reprodutiva

A partir do 21° dia apos a infestacdo artificial foram selecionadas 10 fémeas ingurgitadas,
provenientes dos bezerros de cada grupo experimental (bioterapico 30 DH e controle),
agrupadas pelo peso e colocadas em placas de forma individualizada devidamente

identificadas e mantidas em estufa B.O.D. a 28°C + 2°C e 85% de umidade relativa. Apés 15
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dias, a massa de ovos presente em cada placa de Petri foi avaliada quanto a performance
reprodutiva, pesada e transferida para seringas plasticas adaptadas, vedadas com algodéo, e
mantidas em estufa B.O.D., nas mesmas condi¢Oes previamente citadas. Ao final da ecloséo
dos ovos foi avaliado o percentual de eclodibilidade. Os percentuais foram calculados, por

meio da quantificacdo de cascas e ovos com auxilio de um microscopio estereoscopico.
4.5 Célculo de eficacia do bioterdpico em fémeas ingurgitadas
Para o célculo de percentagem de eficacia do bioterapico em fémeas ingurgitadas foi utilizada

a formula de Amaral 1993, adaptada de Roulston et al. (1968):

eficacia = n° de fémeas ingurgitadas do GC - n° de fémeas ingurgitadas do GT x 100

n° de fémeas ingurgitadas do GC

Onde:
GC= grupo controle

GT= grupo tratado

4.6 Microscopia Eletronica de Transmissao

Foram utilizadas duas tele6ginas de R. microplus de cada grupo experimental (grupos I e II)
coletadas no final do periodo experimental (dia 38) para o processamento por MET.

Os carrapatos foram colocados em uma placa de Petri e cobertos com algumas gotas de
solucdo de NaCl a 0,8%. Com a ajuda de microscépio esterioscopio e lamina de bisturi, 0s
carrapatos foram seccionados longitudinalmente nos lados direito e esquerdo, expondo a
cavidade da hemocele. Em seguida os intestinos foram separados e removidos com a ajuda de
um estilete e imediatamente fixados em glutaraldeido a 2,5% em tampéao cacodilato a 0,2M
(pH 7,4) durante 24 horas a 4°C para estudo com MET.

Os 6rgéos foram pos fixados em solucédo de tetroxido de 6smio a 2% em tampé&o cacodilato de
s6dio 0,2 M (pH 7,4), a temperatura de 4°C, durante duas horas. Posteriormente, o material foi
lavado duas vezes em tampdo cacodilato, e imediatamente submetido a desidratacdo em
alcool etilico, em concentragdes crescentes. Este material foi incluido em uma mistura plena
de Epon/Araldite e incubado a 60°C, durante 72 horas para polimerizacio e endurecimento da
resina.

Cortes semifinos obtidos em ultramicr6tomo foram corados a quente com azul de toluidina a

1% em borato de sddio a 0,5% e examinadas em microscopio optico.
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Ao verificar os tecidos, foram obtidos cortes ultrafinos (60 a 90 nm) que foram colocados em
tela de cobre de 300 “mesh” e submetidos a dupla coloracao utilizando solugdo aquosa de
acetato de uranila 2% por oito minutos e, em seguida, solucéo de citrato de chumbo por dez
minutos, em atmosfera de hidroxido de sodio.

O material foi examinado e documentado em microscopio eletrénico de transmissao, modelo
Tecnai G2-12 - SpiritBiotwin FEI, operado a 120 kilovolts.

4.7 Avaliagéo do Bem-Estar Animal

O bem-estar dos animais experimentais foi avaliado mediante alguns fatores, como: a
severidade do comprometimento do bem-estar, estado corpoOreo, presenca e tamanho de
lesGes, alopecia, reagdes urticariformes e alteracbes comportamentais, conforme Leeb et al.
(2004).

4.8 Analise estatistica

Foi realizada andlise ndo paramétrica de Mann-Whitney para as contagens médias de
teledginas entre 0s grupos, peso das teledginas e peso da postura e Kruskal-Wallis para as
contagens médias entre os dias. A eclodibilidade de larvas foi associada aos grupos
experimentais tomados dois a dois, mediante uma tabela de contingéncia submetida ao teste
qui-quadrado com nivel de significancia de 5% e foi utilizado o software Graph Pad Prism 5.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bioensaios in vitro

No teste de pacote de larvas foram observadas taxas de mortalidade para o bioterapico 30 DH
e para o0 grupo controle (agua deionizada) de 1,11% e 0 %, respectivamente, demonstrando
baixa agdo larvicida do medicamento para R. microplus.

No teste de imersdo de teledginas ndo foi observada eficacia do bioterapico, pois ndo foram
observadas diferencas entre o grupo tratado e o grupo controle; ambos demonstraram 0% de
mortalidade de fémeas ingurgitadas e 90% de eclosdo de ovos.

Na literatura ndo ha relatos de realizacdo de bioensaios in vitro com bioterapicos de

carrapatos. Os resultados obtidos sugerem a necessidade de experimentos in vivo ao testar
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medicamentos homeopaticos, corroborando com Pontin (2003), que salientou a importancia da
experimentacdo in vivo para medicamentos homeopaticos, tendo em vista que os resultados sé sdo

significativos com a utilizacdo do sistema bioldgico.

5.2 Bioensaios in vivo

5.2.1 Avaliacéo clinica

A administracdo do bioterdpico de R. microplus 30 DH pela via subcuténea nos bezerros do
grupo tratado ndo provocou reagdes adversas no local da aplicacdo, nem alteracdes sistémicas

visiveis.

5.2.2 Contagem de teledginas

As contagens de teledginas ingurgitadas maiores ou iguais a 4,5 mm realizadas diariamente
nos bezerros a partir do 21° dia apds a infestacdo artificial demonstraram diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05%) entre quatro animais do grupo controle (5, 17, 25 e
29- GI) e um animal do grupo tratado (23- Gll) (Tabela 01). Este fato pode ser atribuido a
uma resposta individual deste animal do grupo tratado, podendo sugerir maior resisténcia aos
carrapatos.

Picos de infestacdo ocorreram nos dias 27, 28, 29 e 35 apds a infestacdo artificial
correspondendo a duracdo da fase parasitaria do carrapato R. microplus (Tabela 1, Figura 4).
A maior infestacdo por R. microplus foi observada no bezerro 5, do grupo | no 28° dia apés a
infestacdo artificial e os menores valores nos bezerros 8, 23 e 28 do grupo Il, respectivamente,

no 24°, 25° e 32° e 38° dias apds a infestacdo artificial (Tabela 1 e Figura 4).
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Tabela 1- Contagem individual, total e média de fémeas de R. microplus e eficacia obtida em

bezerros dos grupos controle e tratado com bioterapico injetavel 30 DH, do 21° até o 38° dia

apos a infestagdo artificial. Belo Horizonte, MG, 2010.

Dias de Contagem nos grupos
infestagao/ Controle (G Tratado (GII)
N° do p—
bezerro 05 17 25 27 29 total X 08 10 18 23 28  total X eficacia
21 36 46 52 40 42 216 43,2 34 28 40 24 42 168 33,6 22,2
22 26 32 46 48 48 200 40,0 26 28 32 10 40 136 579 32
23 22 38 28 20 18 126 25.2 20 24 18 2 18 82 164 34.9
24 12 14 12 8 14 60 120 2 8 6 2 4 22 44 633
25 8 44 20 8 36 116 232 16 4 20 0 16 56 11,2 51,7
26 22 36 28 18 14 118 236 10 10 16 2 10 48 9,6 59,3
27 78 44 56 28 42 248 496 42 20 42 6 98 208 496 16,1
28 118 48 80 32 54 332 66.4 68 26 72 24 94 284 56.8 17.2
29 94 50 48 30 44 266 53,2 52 46 68 28 26 220 44,0 20,3
30 38 28 38 26 22 152 30,4 20 20 36 18 22 116 23,2 23,7
31 34 22 14 6 18 94 188 12 12 40 10 12 86 172 85
32 20 6 6 8 4 44 88 4 4 10 0 12 30 60 318
33 6 6 4 8 32 6.4 8 10 6 6 6 36 79 125
34 36 12 16 46 60 170 340 26 22 26 6 34 114 5g 329
35 46 12 18 54 92 222 444 36 38 28 8 28 138 27,6 37,8
36 56 34 28 40 64 222 444 28 34 44 24 16 146 595 34,2
37 50 12 26 28 44 160 320 16 36 28 18 16 114 g g7
38 26 18 12 10 16 82 164 12 14 10 10 2 48 g6 a4
Média Total 404 278 295 254 355 158,5 39,9 24,0 21,3 29,8 110 275 114 22,8 30,1
Média Total NS NS
do grupo 317 22,12

Foram observadas diferencas estatisticas significativas (p < 0,05) entre os dias 21 e 24, 24 ¢
28,24 ¢ 29, 25 e 28, 25 e 29, 28 e 32, 28 e 33, 29 e 32, 29 e 33 apos a infestacdo. Essas
diferencas sdo atribuidas aos maiores valores de contagens de teledginas quando comparados
aos dias de menores infestaces (Tabela 1, Figura 4). Ao realizar as médias de contagens dos
bezerros do grupo | nos diferentes dias e comparando-as com o grupo Il (bioterapico injetavel
30 DH) p6de-se observar contagens médias maiores no grupo | em relacdo ao grupo Il durante
todo periodo experimental, exceto no 33° dia (Tabela 1; Figura 4). Entretanto estas diferencas

ndo foram significativas (p > 0,05%) entre 0s grupos.

Os animais dos grupos | e Il mantiveram niveis baixos a médios de infestagdo ao longo do
periodo experimental, exceto o bezerro 5 (GI) que apresentou niveis altos no 28° dia apds a
infestacéo artificial. Nos dias 30, 34 e 37 os bezeros do grupo | estavam com niveis medios de
infestacdo enquanto os do grupo Il (bioterapico injetavel 30 DH) estavam com niveis baixos.
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Figura 4- Contagens médias totais de fémeas de R. microplus presentes em bezerros dos
grupos controle e tratados com bioterapico injetdvel 30 DH, do 21° até o 38° dia apos a
infestacéo artificial. Belo Horizonte, MG, 2010.

Os valores de eficacia do produto variaram durante o periodo experimental, de -12,5 até
63,3% (Tabela 1). A eficacia média do bioterapico 30 DH foi 30,1%, sendo que na ultima
semana a eficacia foi de 35,52%. Esse valor foi maior que o obtido por Costa-Junior &
Furlong (2011), que obtiveram eficacia de 26% ap6s 5 meses de tratamento em bezerros
Holstein-Zebu com produto homeopatico comercial C&MC (Arenales Flora e Fauna). No
presente ensaio, a vantagem foi o menor tempo de tratamento (36 dias) com apenas 6
aplicacdes, uma por semana, do bioterapico 30 DH.

Verissimo (1988) utilizou o bioterdpico Carrapatinum dinamizado na poténcia 6 CH,
adicionado diariamente na agua de beber, de novilhos mesticos leiteiros artificialmente
infestados, durante 36 dias consecutivos; o mesmo periodo de tratamento deste experimento.
A referida autora observou diferenca significativa no nimero de carrapatos no grupo tratado
com o bioterdpico no 21°, 22° e 23° dias apos a infestacdo artificial, fato este ndo observado
neste experimento. Entretanto, o Carrapatinum foi administrado preventivamente durante 15
dias antes da infestacdo artificial por larvas de R. microplus, e mantido por mais 21 dias apds
a infestacdo. A diferenca observada em relacdo ao experimento de Verissimo pode ser
atribuida a dois fatores; a administracdo preventiva um dia e ndo 15 dias antes da infestagéo e
a auséncia de contato prévio com os carrapatos R. microplus, pois o nivel de resisténcia torna-
se maior depois de repetidas infestaces quando comparados com o nivel da primeira
infestacdo (Wagland 1975).
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5.3 Bioensaio in vitro apos o tratamento com bioterapico de R. microplus

5.3.1 Performance reprodutiva

As fémeas ingurgitadas e a massa de ovos de cada grupo foram pesadas e ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05%) entre os grupos em relacéo

aos parametros: peso médio das teledginas e peso médio da postura (Tabela 2).

Tabela 2- Peso total de fémeas R. microplus, (> a 4,5 mm de comprimento) peso da postura
em gramas e percentual de eclodibilidade de larvas de R. microplus dos grupos controle (Gl),
tratado com o bioterapico 30 DH (GlI).

Grupo | Grupo 11
?;i;;gg;oa | Controle | bioterapico 30 DH
teledginas (g) | ovos () eclosdo (%) | teledginas (g) ovos (g) eclosdo (%)
21 3,058 1,728 70 3,636 2,012 90
22 3,779 1,868 90 3,687 1,970 90
27 2,500 1,410 90 2,715 1,418 90
28 3,803 1,426 90 3,964 1,856 90
29 3,574 1,572 90 3,712 1,770 85
30 3,317 1,508 90 3,313 1,790 90
31 2,891 1,806 95 3,349 1,366 70
35 3,421 1,840 90 3,094 1,226 90
37 3,290 1,446 90 3,392 1,628 90
38 2,376 1,360 90 2,661 0,959 85

Em relacdo ao percentual de eclodibilidade foram observados menores valores no grupo
tratado nos dias 29, 31, 34 e 38 apds a infestacdo artificial de larvas. O menor valor de
eclodibilidade observado para o grupo tratado com o bioterapico injetavel 30 DH foi 70% no
31° dia apos a infestagdo por R. microplus, demonstrando baixa interferéncia do medicamento
na reproducdo do ixodideo. Foram observadas associagdes significativas entre eclosédo e o
tratamento com o bioterdpico nos dias 31, 34 e 38 quando foi realizada a comparacdo do
numero de larvas levando-se em consideragédo a percentagem de ecloséo e a estimativa de que
1g equivale a 20000 larvas. Os resultados obtidos diferem dos relatos de Gazim et al. (2010)
que descreveram diminuicdo no peso das fémeas e dos ovos, além do percentual de
eclodibilidade de 50% no grupo tratado com bioterapico de R. microplus durante 28 meses. A
diferenca pode estar relacionada ao menor tempo de tratamento realizado no presente ensaio.
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5.4 Microscopia Eletronica de Transmissao

Os resultados da microscopia eletronica do intestino de fémeas ingurgitadas de R. microplus
demonstraram estruturas integras em ambos os grupos (Figuras 5 e 6), e as principais células
observadas foram as células digestivas maduras. No interior das células digestivas, foram
visualizadas estruturas especializadas, delimitadas por membrana denominadas de
hemossomos, além de vesiculas digestivas (vactolos) de diversos tamanhos, organelas como
o reticulo endoplasmético rugoso, mitocondrias, ambas no citoplasma e presen¢a do ndcleo
localizado na regido central. Foram observados microvilos preservados nas membranas basais
das células epiteliais intestinais e membranas plasmaticas sem modificacdes, mantendo a
integridade das estruturas internas.

N&o ha estudos prévios de microscopia eletrdnica de transmissdo de carrapatos coletados de
animais tratados com bioterapico de R. microplus.
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Figura 5- Eletromicrografias do intestino de fémea ingurgitada de R. microplus do grupo
controle. A- demonstrando a presenca dos hemossomos (H), vactolos (V), membrana celular

(MC) integra e microvilos. B- célula digestiva (CD), hemossomos (H) e microvilos (MV).
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Figura 6- Eletromicrografias do intestino de fémea ingurgitada de R. microplus do grupo
tratado com bioterdpico injetdvel A- demonstrando integridade da membrana basal (MB),
nucleo (N), mitocondria (M) e reticulo endoplasmatico rugoso (RER) B- hemossomas (H),
microvilos (MV) e vactolos (V) C- nuacleo (N), reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e
mitocondria (M).

43



5.5 Avaliacao de Bem-Estar Animal

Os animais demonstraram baixo grau de bem-estar, visto que, apresentaram escore corporal
de moderado a pobre apds 15 dias da infestagdo por larvas, sem sofrerem restricdo alimentar.
Trés animais, dois do grupo controle e um do grupo tratado apresentaram alteracdo
dermatoldgica caracterizada por seborreia, lesdes nodulares no local da picada e prurido.
Durante o periodo experimental quatro animais apresentaram linfonodos significativamente
aumentados de volume, dois do grupo controle e dois do grupo tratado com o bioterapico
injetavel. Estes resultados sdo compativeis com as lesbes descritas em decorréncia do
parasitismo por R. microplus (Brito et al. 2006).

O bioterapico injetdvel 30 DH, administrado uma vez por semana durante 6 semanas,
possibilitou controle parcial dos carrapatos, mas ndo impediu os efeitos indesejaveis do R.
microplus, portanto, ndo teve efeito benéfico sobre o bem-estar dos animais.

Com base nos resultados obtidos neste ensaio, os relatos de Verissimo (1988), a Lei das
diluicdes (Michaud 1998) e objetivando melhorar a eficacia do bioterapico de R. microplus
sugere-se a formulagdo de novos extratos (tinturas-mae) de carrapatos na poténcia 6 CH para
que com a administracdo diaria, os bioterapicos atuem no plano organico dos bovinos

parasitados com carrapatos.

6. CONCLUSAO

O bioterapico de R. microplus 30 DH ndo apresentou acdo direta sobre larvas, nem fémeas
ingurgitadas de carrapatos nos bioensaios in vitro, sugerindo a necessidade da experimentacao
em bovinos ao testar bioterapicos de R. microplus.

O tratamento com o bioterapico injetavel 30 DH, administrado uma vez por semana a
bezerros holandeses artificialmente infestados com larvas de R. microplus, apresentou eficacia
acaricida baixa considerando todo o periodo experimental, mas crescente visto que, na Gltima
semana de tratamento a eficacia foi maior.

O bioterapico nao provocou efeitos adversos, ndo interferiu na performance reprodutiva das
teledginas, nem no bem-estar dos animais parasitados.

N&o foram visualizadas alteragdes, por meio da microscopia eletrénica de transmissdo, no
intestino de fémeas ingurgitadas de R. microplus coletadas de bezerros tratados com o
bioterapico 30 DH.
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EXPERIMENTO II- Desenvolvimento de bioterapico oral e avaliagédo in vitro e in vivo

da atividade em R. microplus e em bovinos naturalmente infestados

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver e avaliar a atividade de bioterapicos no

controle de R. microplus em bovinos naturalmente infestados.

7.2 Objetivos especificos

- Preparar trés tinturas-mae a partir do material vivo, dessecado e calcinado de R. microplus
segundo a Farmacopeia Homeopatica Brasileira (2011);

- Realizar o controle de qualidade das tinturas-mae obtidas por técnicas cromatograficas:
cromatografia de cadeia delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

- Preparar trés bioterapicos na dinamizagdo 6 CH a partir das tinturas-mde obtidas
anteriormente;

- Realizar bioensaios in vitro para avaliar a eficacia e a performance reprodutiva dos
diferentes bioterapicos sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus;

- Realizar bioensaios in vivo em animais naturalmente infestados por R. microplus para
avaliar a eficacia, a performance reprodutiva e o percentual de eclodibilidade dos

medicamentos homeopaticos na poténcia 6 CH.

8. MATERIAL E METODOS

8.1. Preparo das tinturas-mae e dos bioterapicos na poténcia de 6 CH

As tinturas-mée foram desenvolvidas no Laboratério de Farmacotécnica da Faculdade de
Farmacia da UFMG, sob a orientacdo da Prof® Rachel Oliveira Castilho.

Para a obtencdo da tintura-mée 1, ovos, larvas e adultos vivos (8,5 g) de carrapatos R.
microplus foram submetidos a maceracdo em etanol 70% (MV). Para a obtencéo da tintura-
mée 2, ovos, larvas e adultos vivos (8,5 g) de R. microplus foram colocados em estufa a 40° C
por 24 horas obtendo-se 0 material dessecado (MD), e submetido & maceragdo em etanol a

70%. E para obtencdo da tintura-mée 3, ovos, larvas e adultos vivos (8,5 g) de R. microplus
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foram calcinados em mufla a 440° C por 4 horas (MC) e em seguida macerado em etanol a
70%.

As tinturas-mae preparadas respectivamente com 0 carrapato vivo, dessecado e calcinado,
pelo processo de maceragdo, apresentaram a relacdo droga/liquido extrator de 1:20 (peso/
volume), (5%). A droga animal foi deixada, de acordo com a respectiva monografia de
preparo de tinturas a partir de animais, em contato com volume do liquido extrator
equivalente ao volume final da tintura-mé&e, em ambiente protegido da agéo direta de luz e
calor, com agitacdo diaria do recipiente por 5 minutos, durante 20 dias. Apos este periodo, 0
material em maceracao foi filtrado sem promover a expressdo. A tintura obtida foi mantida
em repouso por 48 horas, novamente filtrada e armazenada adequadamente em recipiente de
vidro &mbar, bem fechado e protegido do calor (Farmacopeia 2011).

Para o preparo dos bioterapicos a partir das tinturas-mée 1, 2 e 3 na poténciade 6 CH (2 x 10~
! mg/mL) foi utilizada a diluicdo na proporcdo de 1:100, onde 1 parte consistiu do insumo
ativo (tintura-mée) e 99 partes do insumo inerte (alcool 70%) segundo a escala centesimal
Hahnemanniana de dilui¢do. Na Gltima diluicdo foi utilizado o alcool 30% para a dispensagédo
e administracdo aos animais. Este procedimento foi realizado para as trés tinturas-mae

obtendo-se trés bioterapicos. A técnica de preparo esta descrita no ANEXO 2.

8.2. Controle de qualidade das tinturas-mae

Para o controle de qualidade das tinturas-mée foi feito o perfil quimico utilizando as técnicas
de cromatografia de cadeia delgada (CCD) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

8.2.1 Cromatografia de cadeia delgada (CCD)

A prospeccdo e os perfis quimicos das diferentes tinturas preparadas foram obtidos em
cromatografia em camada delgada de silica gel, utilizando reagentes seletivos para diferentes
classes quimicas, dentre estes: o Liebermann Buchard caracteristico de substancias
terpenoidicas (terpenos e esteroides), Cloreto de Aluminio, Cloreto férrico e KOH
caracteristicos de substancias fendlicas e Dragendorf para substancias nitrogenadas (Wagner
et al. 1984). As solucbes e reveladores para cromatografia em camada delgada de silica
(CCD) encontram-se no ANEXO 3.
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8.2.2 Cromatografia de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

Os perfis cromatogréficos das tinturas-mée foram obtidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa, utilizando detector de arranjos de diodo (CLAE-FR-DAD). Foi
utilizada coluna LiChrospher® 100 18 RP (particulas de 5 um, 125 x 4 mm d.i., Merck), e
pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5 um) e a temperatura da coluna foi mantida em 30 + 5
°C. Foram injetados 10 puL de solugdo de amostra em um fluxo 1 mL/minuto. A leitura foi
realizada em A 210 nm sendo registrados numa faixa espectral de A 200 a 400 nm. Empregou-

se como fase movel uma mistura de 4gua: acetonitrila em gradiente linear conforme Tabela 3.

Tabela 3 — Gradiente de eluicdo empregado na obtencéo dos perfis por CLAE-FR-DAD para

as tinturas-mae

Tempo (minutos) | H,O (%) | ACN (%)
0 95 5
55 5 95
60 95 5

Para o preparo das solugdes, as amostras das tinturas-mae foram secas em rotaevaporador até
obtencdo de residuo, sendo entdo resuspendidas em metanol em uma concentracdo de 10
mg/mL. A dissolucdo foi realizada com o auxilio de banho de ultra-som por 1 minuto. Apds
esse tempo, as solucdes foram centrifugadas a 10000 RPM por 10 minutos e o sobrenadante

limpido foi transferido para vials de vidro de 2 mL.

8.3 Bioensaios in vitro

8.3.1 Teste do pacote com larvas

Foram avaliados no TPL os trés bioterapicos desenvolvidos, MV, MD e MC todos na diluicéo
6 CH (2 x 10 ** mg/mL) e como controle foi utilizado o alcool 30%. A metodologia foi

realizada conforme o item 4.2.

8.3.2 Teste de imersao de adultas

A metodologia foi realizada conforme o item 4.3 e foram avaliados os bioterapicos MV, MD

e MC na poténcia 6 CH e como controle foi utilizado o alcool 30%.
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8.4. Bioensaio in vivo

8.4.1 Animais

Foram selecionados 12 bezerros machos, mesticos Holandés-Zebu, com 5 a 8 meses de idade,
pesando entre 150 a 250Kg, naturalmente infestados com R. microplus. O experimento foi
realizado no més de novembro, na Fazenda Modelo da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais, localizada no municipio de Pedro Leopoldo.

8.4.2 Metodologia experimental

A selecdo dos bezerros foi realizada por meio de contagem prévia de teledginas ingurgitadas
de R. microplus, maiores ou iguais a 4,5 mm, presentes no lado esquerdo dos bovinos (Villares
1941, modificado por Wilkinson 1955). Os 12 animais foram distribuidos em quatro grupos de
trés bovinos de acordo com as infestacGes e foram tratados:

- Grupo |: os animais receberam 0,5 mL do bioterapico MV 6 CH, por via oral, durante 6 dias;
- Grupo IlI: os animais receberam 0,5 mL do bioterapico MD 6 CH, por via oral, durante 6
dias;

- Grupo II: receberam 0,5 mL do bioterapico MC 6 CH, por via oral, durante 6 dias;

- Grupo IV: ndo receberam medicacdo, pois constituiram o grupo controle.

Apo6s a administracdo dos bioterapicos, aguardava-se 60 minutos para deteccdo de eventuais
alteracdes clinicas decorrentes do tratamento. Os animais foram mantidos no mesmo piquete

durante todo o periodo experimental.

8.4.3 Acdo terapéutica dos bioterapicos em bezerros naturalmente infestados por R.

microplus

A acdo da formulacdo homeopatica nos bezerros infestados por R. microplus foram avaliados
por meio de contagens de todas as fémeas, maiores ou iguais a 4,5 mm de comprimento,
presentes no lado esquerdo de cada bovino (Villares 1941, modificado por Wilkinson 1955), a
partir do 4° até o 7° dia apo6s o inicio da administracdo dos medicamentos em todos 0s grupos.
Para obtencdo da infestacdo por animal, os valores obtidos nas contagens foram multiplicados
por dois (Oliveira 1993), e para a categoria do nivel de infestacéo foi utilizada a classificacao

para a raca Holandesa conforme Verissimo et al. (2004).
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8.5 Bioensaios in vitro apds o tratamento com o bioterapico de R. microplus

8.5.1 Performance reprodutiva e percentual de eclodibilidade

Conforme descrito no item 4.4.1 (experimento 1), na pagina 36
As contagens médias dos grupos foram utilizadas para comparagdo, assim como o peso das
teledginas, o0 peso da postura, a percentagem de eclodibilidade e a eficacia de cada bioterapico

obtida por grupo.
8.6 Calculo de eficacia dos bioterapicos
Para o calculo de percentagem de eficacia dos bioterdpicos em fémeas ingurgitadas foi

utilizada a formula de Amaral 1993, adaptada de Roulston et al. (1968):
eficacia = n° de fémeas ingurgitadas do GC - n° de fémeas ingurgitadas do GT x 100

n° de fémeas ingurgitadas do GC
Onde:

GC= grupo controle
GT= grupo tratado

8.7 Célculo de eficiéncia reprodutiva

Para o calculo da eficiéncia reprodutiva foi utilizada a férmula (Drummond et al. 1973):

Eficiéncia Reprodutiva (ER) = peso dos ovos (g) X % eclosdo x 20.000

peso das fémeas (Q)

Na férmula acima, 20.000 corresponde a estimativa do nimero de larvas em um grama de

ovos de carrapatos.

8.8 Calculo de eficiéncia do bioterapico

A eficiéncia do bioterdpico foi calculada com base no efeito da inibi¢cdo da oviposi¢cdo por

meio da seguinte formula (Drummond et al. 1973):

% de eficiéncia do produto= ER (grupo controle) — ER (grupo tratado) x 100

ER (grupo controle)
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8.9 Analise estatistica

Foi realizada a analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis para as contagens médias de
teledginas entre os grupos, peso das teledginas e peso dos ovos. Os resultados de
eclodibilidade de larvas foram associados aos grupos experimentais mediante uma tabela de
contingéncia submetida ao teste qui-quadrado com nivel de significancia de 5% e foi utilizado

o0 software Graph Pad Prism 5.

9. RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 Andlise cromatogréfica

Anélise quimica das tinturas-mée por cromatografia em camada delgada (CCD) e reagentes
seletivos demonstrou a presenca de substancias fenolicas e terpenoidicas (terpenos e/ou
esteroides) para as tinturas MV e MD (Figura 7). Para a tintura com o material calcinado

(MC), por apresentar somente compostos inorganicos, os resultados foram negativos para as

classes quimicas avaliadas.
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Figura 7- Cromatogramas obtidos por CCD de gel de silica das tinturas de R. microplus do material
vivo (MV) e do material dessecado (MD). Revelador para terpendides e fendlicos. A) Revelacdo com

Lieberman-Burchard; B) Revelagdo com KOH; C) Revelagdo com AICls.

Adicionalmente, um perfil quimico por CLAE foi obtido para MV e MD utilizando gradiente
linear de acetonitrila e agua. Os perfis cromatograficos obtidos para as duas tinturas foram
semelhantes, apresentando picos com tempo de retencdo entre 0 a 5 min e picos entre 18 e 20
min, ou seja, eluidos em alta e média polaridade, respectivamente (Figura 8).

Na tintura MV os picos eluidos em maior polaridade apresentaram maior area e absortividade,
enguanto na tintura MD foram os eluidos em média polaridade.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é utilizada em trabalhos de fitoquimica
para monitorar as etapas de isolamento, bem como, avaliar a pureza final das substancias
isoladas. Além disso, o perfil cromatografico obtido por CLAE para tinturas e extratos
vegetais, em condi¢des padronizadas, denominadas “impressdo digital”, revela sua
constituicdo qualitativa e permite caracterizar o material analisado. A obtencdo deste perfil é
importante por permitir comparacdes qualitativas entre a composi¢do quimica de materiais

oriundos de coletas ou produtos distintos, sendo particularmente Uteis no caso de tinturas e
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extratos bioativos, servindo como referéncia para coletas futuras e, também para subsidiar o
controle de qualidade das tinturas e extratos usados no processo de fabricacdo de fitoterapicos
e bioterdpicos. A obtencdo da “impressdo digital” objetiva, ainda, identificar metabolitos
secundarios nos primeiros estagios do trabalho fitoquimico e no caso de fitoterapicos,
estabelecer marcadores quimicos, que sdo indispensaveis para o planejamento e
monitoramento das acdes de transformacao tecnoldgica e para os estudos de estabilidade dos

produtos intermediario e final.

Cromatograma
1,50 A
] yl
. 1,00
£ ] l
0,50
:I.I:l:*-"'n R S— o e e ———e
-—T—Y—F———r—T—7——T—r——T— 7T T
0,00 10,00 20,00 30000 40,00 0,00 &0.00
inubes
Cromatograma
2,00 l l
l‘é 4
1,00 ,f l
L I
:|_|:|:—-Jl'f 7 N N — I, BT N - e ——— - ——
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 10,00 20,00 3000 40,00 50,00 0,00
Adinutes

Figura 8- Cromatogramas obtidos por CLAE-FR, para as tinturas de R. microplus com
material vivo — MV (A) e dessecado — MD (B). Condi¢bes cromatogréaficas: Coluna C18
(LiChrospher®100, 125x4 mm 1.D.; 5 um); gradiente de eluicéo linear, A-B (95:5, v/v) a A-B
(5:95, v/v) em 60 min H,O (A) e acetonitrila (B); 40°C; 10 pL; A 210 nm.

9.2 Bioensaios in vitro

No TPL foram observadas taxas de mortalidade para os bioterapicos MV, MD e MC de

2,14%, 2,30% e 2,19%, respectivamente, e para o controle (alcool 30%), a mortalidade foi de

0,95%, demonstrando baixa eficacia do produto em larvas de R. microplus.

No TIA néo foi observada mortalidade das fémeas adultas nem alteracdo na oviposi¢do com

os bioterapicos MV, MD e MC. E a taxa de eclodibilidade das larvas foi de 90%, sem diferir
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estatisticamente (p > 0,05%) do grupo controle que apresentou 80% de eclodibilidade. Estes
resultados demonstram que 0s bioterapicos ndo tiveram acdo direta no ixodideo nem
interferiram na reproducdo de fémeas de R. microplus. Os resultados dos testes in vitro,
reafirmam a necessidade de experimentos com bovinos para avaliar a acdo dos medicamentos
homeopaticos para carrapatos, corroborando com Pontin (2003) e com 0 ensaio prévio

realizado com o bioterapico injetavel na dinamizacao 30 DH.

9.3 Bioensaio in vivo
9.3.1 Achados clinicos

A administracdo do medicamento por via oral foi considerada adequada, e ndo foram
observadas reacfes adversas com a utilizacdo dos bioterapicos durante o periodo
experimental.

Os animais permaneceram sadios em todos os dias de avaliagdo. Um animal pertencente ao
grupo Il (MD) apresentou reacdo urticariforme leve em decorréncia da infestagdo por
carrapatos, e outro animal do grupo | (MV) apresentou tosse seca, mas ambos mantiveram-se

normorréxicos e ativos.

9.3.2 Contagem de teledginas

As contagens de teledginas ingurgitadas, maiores ou iguais a 4,5 mm, realizadas do 4° ao 7°
dia ap6s a administracdo dos bioterapicos aos animais, demonstraram valores médios menores
nos grupos tratados com os bioterdpicos (grupos I, Il e 111) em relacdo ao grupo controle
(grupo 1V). Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p >
0,05%) (Figura 9).

Ao avaliar as contagens individuais de teledginas ingurgitadas nos animais foi possivel
evidenciar diferencas significativas (p < 0,05%) durante o periodo experimental entre os
animais 6 (grupo I1) e 9 (grupo 111) e 9 e 12 (grupo V), conforme a Tabela 4.
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Tabela 4- Contagem individual total e média de fémeas de R. microplus em bezerros dos
grupos I (MV), 1l (MD), Il (MC) e IV (controle) no dia inicial e do 4° até o 7° dia ap0s o

tratamento com bioterapicos. Pedro Leopoldo, MG, 2011.

ANIMAIS

Dia Gl Gll Gl GIV
MV MD MC Controle

1 2 3 x 4 5 6 x 7 8 9 X 10 11 12 X

40 40 28 36 40 26 38 34,6 46 30 16 32 42 28 28 34,6
100 56 180 112 84 62 224 1233 | 174 146 28 116 172 168 150 163,33
232 126 226 1946 | 158 112 284 1846 | 172 262 110 1813 | 244 162 296 234
106 146 208 1533 | 198 110 284 1973 | 146 310 90 182 206 248 402  285,3
140 178 170 162,6 | 226 94 252 1906 | 210 340 58  202,6 | 192 212 380  261,3

~N o o b~ O

A maior infestagdo por R. microplus no 7° dia de experimento foi observada no animal 12, do
grupo controle e a menor foi no animal 9 do grupo 111 (MC) (Tabela 4). Os animais do grupo |
(MV) demonstraram menores valores médios totais de contagens de teledginas no ultimo dia
de tratamento. Os animais do grupo controle (GIV) e dos grupos tratados (I, Il e 1II)

mantiveram niveis altos de infestacfes ao longo do periodo experimental (Tabela 4, Figura 9).
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Figura 9- Contagem média de fémeas de R. microplus em bezerros dos grupos I (MV), 1l
(MD), Il (MC) e IV (controle) do 4° até o 7° dia ap6s o tratamento com 0s bioterapicos.
Pedro Leopoldo, MG, 2011.

Os valores de eficacia dos bioterdpicos MV (GI), MD (GIl) e MC (GIII) no 6° dia de
tratamento foram respectivamente 46,26%, 30,84% e 36,21%, enquanto, no 7° dia de
tratamento foram 37,76%, 27,04% e 22,45%. A eficacia média dos bioterapicos MV, MD e
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MC foi 33,06%, 25,86% e 27,53% respectivamente, demonstrando melhor eficacia do
bioterapico MV (Tabela 5).

Tabela 5- Valores médios de eficicia segundo Amaral 1993, adaptado de Roulston et al.

(1968), dos grupos tratados com o bioterapico de material vivo (Gl), material dessecado (GlI)

e de material calcinado (GIII) apds 4 a 7 dias de tratamento. Pedro Leopoldo, MG, 2011.
Eficécia (%)

Dias apos Gl GlI Gl
tratamento MV MD MC
4 31,42 24,49 28,97
5 16,81 21,08 22,50
6 46,26 30,84 36,21
7 37,75 27,04 22,45
X 33,06 25,86 27,53

Os resultados obtidos diferem dos relatados por Verissimo (1988), que descreveu menor
numero de fémeas ingurgitadas no grupo tratado diariamente com Carrapatinum 6 CH por 36
dias quando comparado com o grupo controle. Entretanto, o tempo de tratamento no presente
ensaio foi menor que o da autora supracitada. Como a homeopatia visa produzir uma resposta
secundaria do hospedeiro, sugere-se estudos para investigar se o tratamento prolongado com o

bioterapico aumenta a eficacia no controle de R. microplus.

9.4 Bioensaios in vitro apds o tratamento com o bioterapico de R. microplus
9.4.1 Percentual de eclodibilidade e eficiéncia do bioterapico

As fémeas ingurgitadas coletadas no 6° dia de tratamento ap0s o periodo de oviposicdo e
ecloséo das larvas tiveram percentual de eclodibilidade respectivamente de 50 e 60% para 0s
grupos I (MV) e Il (MD), 65% para o grupo 111 (MC) e 90% para o IV (controle) (Tabela 6).
Os valores de eficiéncia obtidos para os bioterapicos MV, MD e MC, no 6° dia, foram
74,76%, 44,87% e 44,79%, respectivamente (Tabela 7).

No 7° dia de tratamento o percentual de eclodibilidade de larvas foi 50% para 0s grupos I
(MV) e 1l (MD), 55% para o grupo Il (MC) e 90% para o grupo 1V (controle) (Tabela 6). E
os valores de eficiéncia obtidos para os bioterapicos MV, MD e MC foram 56,37%, 61,82% e

61,04%, respectivamente (Tabela 7).
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Tabela 6- Peso total de fémeas R. microplus (Pt), peso da postura (Po) em gramas e percentual
de eclodibilidade (ecl) de larvas de R. microplus dos grupos MV (GI), MD (GlII), MC (GllI) e

controle (GIV), do 4° ao 7° dia de tratamento.

Gl Gll G Il GIV
Dias MV MD MC controle

Pt Po Ecl | Pt Po Ecl | Pt Po ecl | Pt Po ecl

1,336 0,522 85 |1,236 0,400 90 |1,287 0,496 85 |1,412 0,476 80
1,768 0,771 90 |1,366 0,455 70 |1,209 0505 70 |1,143 0,427 70
1,460 0,298 50 1,119 0416 60 |0,985 0,340 65 |1,684 0,757 90
1,074 0,325 50 |1,282 0,340 50 |1,263 0,311 55 |1,333 0,514 90

~N o o1 b~

Foram observadas associacGes significativas entre a eclosdo e o tratamento com o0s
bioterapicos nos diferentes dias. Todos os bioterapicos diferiram do grupo controle no 6° e 7°
dias de tratamento demonstrando inibicdo na eclodibilidade. No 6° dia todos os bioterapicos
diferiram entre si, mas o melhor resultado foi com o MV, enquanto no 7° dia foram com o
MV e o MD.

Estes resultados demonstram inibicdo da eclodibilidade de larvas em 50% nos bezerros
tratados com os bioterapicos MV e MD, enquanto o0 MC inibiu em 45%, ap6s 6 dias de
administracdo por via oral. Este fato sugere interferéncia dos bioterapicos 6 CH na reproducao
de R. microplus corroborando os resultados de Gazim et al. (2010), que também descreveram
reducdo de 50% na eclodibilidade de larvas de animais tratados com bioterapicos por 28
meses de tratamento. Portanto, no presente ensaio a redugdo na eclodibilidade ocorreu em
tempo 25 vezes menor que Gazim et al. (2010). Estes pesquisadores relataram diferenca no
peso das fémeas ingurgitadas e dos ovos de R. microplus, fato este ndo foi observado no
presente ensaio.

Os bioterapicos demonstraram valores de eficiéncia variando de -50% até 74,7%, sendo que 0

maior valor foi obtido com o bioterapico preparado com o material vivo (MV) (Tabela 7).
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Tabela 7- Valores médios de eficiéncia segundo Drummond et al. (1973) dos grupos tratados

com o bioterapico de material vivo (GI), material dessecado (Gll) e de material calcinado

(GIII) apds 4, 5, 6 e 7 dias apos o tratamento. Pedro Leopoldo, MG, 2011.

Eficiéncia (%)

Dias apos Gl Gl Gl

tratamento MV MD MC
4 -23,05 -8,00 21,47
5 -50,08 10,84 -11,81
6 74,76 44,87 44,54
7 56,37 61,82 61,04

10. CONCLUSAO

Os bioterapicos de R. microplus 6 CH ndo mostraram acdo direta nos ixodideos quando

utilizados nos bioensaios in vitro, reafirmando a necessidade da experimentacdo em bovinos

ao testar bioterapicos de R. microplus.
Os bioterapicos de material vivo, dessecado e calcinado de R. microplus na dinamizacéo 6

CH, administrados a bezerros naturalmente infestados, mostraram eficcia acaricida baixa e

inibicdo da eclodibilidade de larvas de R. microplus, sugerindo interferéncia dos mesmos na

reproducdo de R. microplus. Os melhores resultados de eficacia e eficiéncia foram obtidos

com o bioterapico de material vivo.
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Abstract The tick Rhipicephalus microplus causes signifi-
cant losses in livestock cattle and has developed increasing
resistance to the primary acaricides that are used to treat these
infections. The objective of this study was to identify new
biomolecules or isolated substances showing acaricidal activ-
ity from plants. Larval packet tests were conducted to evaluate
the effects of 11 species of plants and three isolated substances
(betulinic acid, eugenol, and nerolidol) on R. microplus. An
adult female immersion test was performed with the substance
that showed the highest larvicidal activity, which was evalu-
ated for inhibition of reproduction. Tests using Licania
tomentosa, Hymenaea stigonocarpa, Hymenaea courbaril,
Stryphnodendron obovatum, Jacaranda cuspidifolia,
Jacaranda ulei, Struthanthus polyrhizus, Chrysobalanus
icaco, Vernonia phosphorea, Duguetia furfuracea, and
Simarouba versicolor extracts as well as the isolated sub-
stance betulinic acid indicated lower acaricidal effects on R.
microplus larvae. The extract displaying the best larvicidal
activity was the ethanolic extract from L. tomentosa at a
concentration of 60 %, resulting in a mortality rate of
40.3 %. However, nerolidol and eugenol showed larvicidal
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activity, which was highest for eugenol. Nerolidol caused a
96.5 % mortality rate in the R. microplus larvae at a high
concentration of 30 %, and eugenol caused 100 % mortality at
a concentration of 0.3 %. In the adult immersion test, 5 %
eugenol was identified as a good biomolecule for controlling
R. microplus, as demonstrated by its high acaricidal activity
and inhibition of oviposition.

Introduction

The tick Rhipicephalus microplus is responsible for signifi-
cant losses of cattle livestock, particularly in breeds of
European origin (Francis 1966; Jonsson 2006; Furlong et al.
2007). Brazil, which exhibits a predominantly tropical and
humid subtropical climate, shows a high occurrence of this
parasite (Furlong 1993), except during the winter in the south-
em region of the country (Grisi et al. 2002). Current chemo-
therapeutic control of ticks is characterized by resistance to the
main acaricides used, which results in ineffective treatment,
increasing the necessary doses and frequency of drug appli-
cation (Furlong et al. 2007), leading to high costs, toxic waste
in the body of the animals (Galun 1975), and residues in the
environment, which compromise human health (Kunz and
Kemp 1994; Samish et al. 2004). Therefore, it is necessary
to identify new drugs that are efficient, economically viable,
and easily administered. Of the new pesticides registered in
the USA from 1997 to 2010, 69.3 % originated as natural
products, demonstrating the important role of biomolecules in
the discovery and development of new products (Cantrell
et al. 2012). Bioactive natural products from plants, such as
extracts, fractions, and isolated substances, that may constitute
prototypes for the development of acaricides against R.
microplus are highly relevant in this context and have been
shown to represent promising alternatives.

@_ Springer

58



Parasitol Res

The use of therapeutic plants in veterinary medicine has
developed progressively during the last 10 years (Borges et al.
2011). Active substances that show larvicidal and acaricidal
activity against R. microplus have been identified in extracts

- from certain plant (Mansingh and Williams 1998; Borges et al.
2011), including Melia azedarach (Borges et al. 1994; Borges
et al. 2003), Pimenta dioica (Brown et al. 1998), Ricinus
communis (Mansingh and Williams 1998; Zahir et al. 2009),
Symphytum officinale (Mansingh and Williams 1998),
Stylosanthes scabra (Khudrathulla and Jagannath 2000),
Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus, Eucalyptus
staigeriana (Chagas et al. 2002), Dahlistedtia pentaphylla
(Pereira and Famadas 2004), Cymbopogon winterianus
(Martins 2006), Simarouba glabra (Mansingh and Williams
1998), Simarouba versicolor (Pires et al. 2007; Catto et al.
2009), Achyranthes aspera, Anisomeles malabarica,
Gloriosa superba (Zahir et al. 2009), Annona muricata
(Broglio- Micheletti et al. 2009), Cunila angustifolia, Cunila
incana (Apel et al. 2009), Piper aduncum (Silva et al. 2009),
Aegle marmelos, Andrographis lineata, Andrographis
paniculata, Cocculus hirsutus, Eclipta prostrate (Elango
and Rahuman 2011), Acorus calamus (Ghosh et al. 2011),
Cymbopogon martinii, Piper tuberculatum (Chagas et al.
2012), Annona squamosa (Madhumitha et al. 2012), and
Guarea kunthiana (Barbosa et al. 2013).

The essential oils found in some plants have been
investigated due to causing attraction, repellence, and tox-
icity or mortality in insects and parasites (Brown et al.
1998; Saito 2004; Isman and Machial 2006; Santoro et al.
2007; Pasay et al. 2010). A number of volatile oils have
been used for the control of insects, parasites, and micro-
organisms, including citronellal, «- and [-pinene, nerol,
limonene, menthol, piperine (Saito 2004), carvacrol, thy-
mol (Isman and Machial 2006; Martinez-Velazquez et al.
2011), -asarone (Ghosh et al. 2011), and eugenol (Saito

Table 1 Botanical data for the plants

2004; Santoro et al. 2007; MMWDV (2008); Pasay et al.
2010).

The objective of this study was to evaluate the effects of
natural products against R. microplus larvae, to identify the
extract from Brazilian flora or pure compound displaying the
highest larvicidal activity, and to test its efficacy against
engorged females.

Materials and methods
Collection and identification of plant material

Samples of plant material from 11 species were collected for
analysis in the states of Mato Grosso, Minas Gerais, and
Maranhdo, and a voucher specimen of each species was
deposited in the herbarium, as specified in Table 1.

Preparation of plant extracts

Extracts were obtained from different parts (leaves, roots,
bark, and stems) of the plants (Table 1). The plant material
was dried in an oven with air circulation at 40 °C. Next, the
plant material was sprayed into a rotating knife mill and
extracted with hexane, followed by maceration in commercial
ethanol (96° GL-92.8° INPM). Twelve extracts were obtained
from ten plants. The solvent was subsequently evaporated
under reduced pressure in a vacuum bomb (Biichi, Flawil,
Switzerland) to obtain a solid extract. S. versicolor was treated
differently. It was dried in the shade, and after drying, the stem
bark was sprayed on an electric forage chopper. The extraction
of this specimen was performed via maceration in dichloro-
methane followed by commercial ethanol (96° GL-92.8°
INPM) in an ultrasonic bath (Thornton, Bedford, USA) for
30 min to obtain two additional extracts. The extract was

Botanical name Popular name Family Part of plant  Collection site Voucher specimen
Duguetia furfuracea (St. Hil) Benth. and Hook  Araticum mitido Annonaceae Leaves UCDB HMS 4445
Hymenaea courbaril L. Jatoba grande Fabaceae Leaves UCDB CGMS 11696
Hymenaea stigonocarpa Mart, Ex. Hayne Jatobd pequeno Fabaceae Leaves UCDB HUFMS 11695
Jacaranda ulei Bureau and K. Schum. Caroba Bignoniaceae Leaves, roots UCDB CGMS 11972
Jacaranda cuspidifolia Mart. Caroba branca Bignoniaceae Leaves Aquidauana, MS  CGMS 11923
Licania tomentosa Benth. Oiti Chrysobalanaceae  Leaves UFMG BHCB 152.221
Struthanthus cf polyrhizus Mart. Erva de passarinho  Loranthaceae Leaves UCDB CGMS 11700
Stryphnodendron obovatum Benth. Barbatimdo Leguminosae Bark, roots UCDB CGMS 32997
Simarouba versicolor St. Hill Mata-cachorro Simaroubaceae Stem bark UFM BHCB 154096
Vernonia phosphorea Vell. Assa-peixe Asteraceae Leaves UCDB CGMS 11970
Chrysobalanus icaco L. Abajeru Chrysobalanaceae  Leaves Cabo Frio, RJ R195942

UCDB Campus da Universidade Catolica Dom Bosco, Campo Grande, Mato Grosso do Sul; UFMG Campus da Universidade Federal de Minas Gerais,

Belo Horizonte, Minas Gerais; UFM Campus da Universidade Federal do Maranhio, Chapadinha, Maranhdo
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filtered and dried in a rotary evaporator (Biichi, Flawil,
Switzerland).

Isolated substances

Eugenol was obtained through the acid—base extraction of
clove oil (Eugenia caryophyilata). Gas chromatography
coupled to mass spectrophotometry (GC/MS) was used to
identify the composition of the clove oil. The primary sub-
stance was identified as eugenol, at 97.36 %, showing a
retention time of 18.64 min.

The other two tested substances, nerolidol and betulinic
acid, were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Louis,
USA).

Larval packet test

Filter papers (2x2 cm) were impregnated with the samples
and evaluated in triplicate. Approximately 100 larvae at 14 to
21 days after eclosion were transferred to the impregnated
filter paper and covered with another impregnated paper to
construct a sandwich, which was placed inside an envelope.
The sides and the top of the envelope were sealed with
channels according to the method of Shaw (1966), as adapted
by Leite (1988). The envelopes were placed in plastic trays
and maintained in biochemical oxygen demand (B.0.D.)
incubator chambers (Fanem, S3o Paulo, Brazil) at 28+2 °C
under 85 % relative humidity for 24 h. Following this incu-
bation, the number of live and dead larvae in each envelope
was counted using a vacuum pump (Fanem, Sdo Paulo,
Brazil). The plant extracts were prepared with different sol-
vents and analyzed at different concentrations, as presented in
Table 2.

Eugenol was evaluated at concentrations of 0.1, 0.3, 0.5,
0.7, 0.9, and 1 %. Nerolidol was evaluated at concentrations
of 5, 20, and 30 % and betulinic acid at a concentration of
5 mg/mL (Table 3). The respective solvents were used as
controls, which included 3 % Tween 20, 3 % Triton X-100,
and 3 % dimethyl sulfoxide (DMSO).

The 50 % lethal concentration (LCs,) was determined via
linear regression of a graph of the number of dead larvae
versus the concentration required to achieve the effective
concentration for 50 % lethality. Lower LCs, values indicate
high lethality. '

Adult immersion test

The effect of eugenol at concentrations of 1 to 30 %, solubi-
lized in 3 % Triton X-100, was evaluated in adult immersion
tests (AITs). Engorged R. microplus females were collected
from naturally infested cattle and subsequently washed in
distilled water. For each evaluated concentration, ten engorged
females were selected, grouped by weight, and immersed in

Table 2 Mean values of larval morsity desemwmed m the larval packet
test of Shaw (1966) with some modifications. :=stine solvents. and natural
products against R. microplus larvas

Samples Solvent Concentation  Mean larval
%) moriny
3 e)
Simarouba Ethanol 1 0.75
versicolor 5 0.54
10 215
60 769
Simarouba Dichloromethane 1 761
versicolor 5 1823
10 30.08
Licania tomentosa Ethanol 1 043
5 0.11
10 0.69
20 1.12
30 10.2
50 202
60 40.26
Hymenaea Ethanol 10 0
stigonocarpa 30 1.05
50 5.79
Hymenaea courbaril ~ Ethanol 10-30 0.68
Stryphnodendron Ethanol 10-50 0
obovatum
Jacaranda cuspidifolia  Ethanol 10-50 0
Jacaranda ulei Ethanol 10-50 0
Struthanthus Ethanol 100 1.52
polyrhizus
Struthanthus Hexane 100 1.24
polyrhizus
Chrysobalanus icaco  Ethanol 100 1.02
Vernonia phosphorea  Ethanol 100 045
Vernonia phosphorea  Hexane 100 8.20
Duguetia furfuracea Hexane 100 6.03
Triton X-100 - 3 0
Tween 20 - 3 0.74
DMSO - 3 0.38
Water - - 0

solution for 5 min (Drummond et al. 1973). Then, the groups
of engorged females were removed, and the excess solution
was removed with a paper towel. Subsequently, the females
were individually placed in an environmental chamber main-
tained at 28+2 °C under 85 % relative humidity. Triton X-100
(3 %) was used as the control solution. The mortality rate and
reproductive efficiency of the engorged females in the treated
and control groups were evaluated.

The formula of Drummond et al. (1973) was used to
calculate the reproductive efficiency (RE).
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Table 3 Mean larval mortality determined in the larval packet test of
Shaw (1966), with some modifications, testing the isolated substances
eugenol, nerolidol, and betulinic acid against R. microplus larvae

Isolated substances Concentration Mean larval mortality (%)
Eugenol 0.1 % 9.91
03-1% . 100
Nerolidol 5% 29.29
20 % 32.01
30 % 96.53
Betulinic acid 5 mg/mL 8.70

_ Weightof eggs(g) x % Hatching x 20.000x

RE
Weightof engorged females(g)

* constant indicating the number of eggs present in 1 g.
The formula of Drummond et al. (1973) was used to
calculate the efficiency of eugenol.

RE (control group)—RE (experimental group)

RE (control group) e,

Effiency =

Results

The larval packet test (LPT) was conducted to evaluate the
susceptibility of the larvae to natural products. The solvents
Triton, Tween, and DMSO showed low toxicity in R.

microplus larvae, resulting in mortality rates of less than 1 %.

For the plant extracts, the resultant R. microplus larval
mortality rates ranged from 0 to 40.3 % (Table 2). The extract

Fig. 1 Stereoscopic microscope
view of engorged R. microplus
females in AIT, with 5 % eugenol
(a before AIT, b 120 h after AIT).
Note the hemorrhagic lesions
(arrow), shrinkage of the tick
cuticle, and the absence of viable
posture

@ Springer

displaying the best larvicidal activity was the ethanolic extract
from Licania tomentosa at a concentration of 60 %, followed
by the dichloromethane extract of the stem bark of S.
versicolor at a concentration of 10 %, resulting in a mortality
rate of 30.1 %.

The other plant extracts showed low acaricidal activity in
the R. microplus larvae, causing mortality rates ranging from
0 to 15.3 % (Table 2).

Among the isolated substances, betulinic acid had a low
acaricidal effect (8.7 %), while nerolidol caused a 96.5 %
mortality rate in the R. microplus larvae, but only at a high
concentration of 30 % (Table 3). Eugenol at a concentration of
0.1 % caused 9.91 % larval mortality, whereas 0.3 % eugenol
caused 100 % mortality of the R. microplus larvae. Because of
the high larvicidal activity of eugenol, the AITs were per-
formed at different concentrations. The LCs, value of eugenol
against the R. microplus larvae was 0.17 % (5.89 uL/mL). In
the AIT, 2 % eugenol was found to interfere with the
reproduction of R. microplus with an efficiency of
45.04 %, whereas 3 % eugenol was 79.29 % efficient. At a
concentration of 5 %, eugenol inhibited the oviposition of
engorged R. microplus females with 100 % efficiency
(Fig. 1). Eugenol at 30 % resulted in 100 % mortality of
engorged females 24 h after completion of the test. The
LCs, value for eugenol against the engorged females was
1.32 % (13.21 uL/mL).

Discussion

In vitro testing is important during the early stages of research
on new acaricide products to determine whether they consti-
tute novel therapeutic options for the control of R. microplus
(Chagas 2004).

61



Parasitol Res

The plant species evaluated in this study were selected
using ethnopharmacological and chemosystematics criteria.
S. versicolor and eugenol were selected because of their high
acaricidal activity, as reported by Pires et al. (2007), Catto
et al. (2009), and Brown et al. (1998), whereas Hymenaea
courbaril was described as showing insecticidal activity by
Aguiar et al. (2010). Chemosystematics was used to select
species in relation to their cytotoxicity. The plant species were
prioritized based on their occurrence on the Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) campus or having available
extracts in the bank of extracts of the Phytochemistry
Laboratory, Faculty of Pharmacy, UFMG. The S. versicolor
extract showed low larvicidal activity against R. microplus
(Table 2). This finding differs from the results of Pires et al.
(2007) who applied an ethanol extract of S. versicolor at a
concentration of 0.75 mg/mL and obtained 100 % larval
mortality. The low acaricidal activity observed in the present
study may be attributed to the low concentration of active
substances in this plant species. A number of factors influence
the concentrations of biomolecules in plants, such as the soil,
climate, vegetative stage, and the part of the plant used.
Climatic factors, such as rainfall, brightness of the region,
and the composition of the soil, interfere with plant physiol-
ogy and consequently influence the occurrence and concen-
tration of secondary metabolites (Melo 2006). Intense and
continuous rainfall can result in the loss of water-soluble
substances from the leaves and roots via leaching (Gobbo-
Neto and Lopes 2007). The low concentration of active ingre-
dients detected in this bioassay may be associated with the
harvesting season of the species in Maranhao, which occurs
after a long rainy season. Moreover, this region is known for
its high levels of rainfall.

In the last years, several plant extracts, isolated and syn-
thesized substances, have been evaluated, and some of them
did not demonstrated activity against R. microplus (Ghosh
et al. 2011; Chagas et al. 2012). However, some examples of
plant extracts with high larvicidal activity (100 %) are 4.
aspera, A. malabarica, R. communis, G. superba (Zahir
et al. 2009), 4. marmelos, A. lineata, A. paniculata, C.
hirsutus, E. prostrate (Elango and Rahuman 2011), and 4.
squamosa (Madhumitha et al. 2012), all of them at the con-
centration of 2 ppm. The results obtained for the extracts
evaluated in this assay showed a little activity regarding the
control of R. microplus larvae. The plant extract displaying
the highest larvicidal activity was L. tomentosa at a concen-
tration of 60 %, causing a mortality rate 0f40.3 % (Table 2). In
contrast, the substance isolated from L. tomentosa, betulinic
acid, showed lower activity, resulting in a mortality rate of
8.7 % (Table 3).

There are no reports regarding the activity of Hymenaea
stigonocarpa, Duguetia furfuracea, and Vernonia
phosphorea extracts against R. microplus larvae. However,
Barbosa et al. (2011) tested a Vernonia ferruginea extract

against engorged R. microplus females and obtained an effi-
cacy of 11.5 %. The extracts of these plants proved to be
insufficient for the control of R. microplus larvae, even at high
concentrations (100 %).

The isolated substance nerolidol demonstrated a high lar-
vicidal efficacy (96.5 %), but only at a high concentration
(30 %). At low concentrations, nerolidol showed reduced
efficacy against R. microplus larvae, which is consistent with
the findings of Bogni et al. (2010).

Eugenol, the primary component of E. caryophyllata oil,
resulted in the best control of R. microplus larvae. At a
concentration of 0.3 % (LCso=0.17 %), eugenol caused
100 % mortality of R. microplus larvae. Monteiro et al.
(2012) tested 0.5 % eugenol and reported the larvicidal effects
(100 %) for R. microplus and Dermacentor nitens. In this
assay, 0.3 % eugenol caused 100 % mortality in R. microplus
larvae (Table 3); differently from other essential oils, the
concentration was higher, 0.8 % Callitris sulcata, 1.25 %
Neocallitropsis pancheri, 5 % Araucaria columnaris
(Lebouvier et al. 2013), 1.25 % Cuminum cyminum, and
2.5 % P. dioica, that caused the same mortality in R.
microplus (Martinez-Velazquez et al. 2011). Eugenol at a
concentration of 5 % effectively inhibited the oviposition of
engorged R. microplus females, suggesting its potential effi-
cacy for the environmental control of R. microplus. At a
concentration of 30 % (LCso=1.32 %), eugenol showed high
acaricidal activity. The reproductive efficacy and acaricidal
activity of eugenol were also observed by Brown et al. (1998);
however, the methodology applied by these authors does not
allow comparison with the results obtained in this study.

Conclusions

" The 14 plant extracts evaluated in this study are not potential

acaricide candidates because they demonstrated a low efficacy
against R. microplus larvae. In contrast, the isolated sub-
stances eugenol and nerolidol showed high larvicidal efficacy,
with eugenol both inhibiting oviposition and showing acari-
cidal efficacy. This substance is a potential candidate for use in
efficacy studies in cattle and for the development of new
therapeutics for the control of R. microplus.
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O eugenol foi obtido por extracdo acido base do 6leo de cravo (Georges Broemmé GB 1885,

Carmo da Mata, M.G.) proveniente da planta Eugenia caryophyllata, conforme figura 10.

Oleo de cravo
(20 g)

1) 50mL de MaOH 10%
2) Agitar e medir o pH
3) Eter etilico (3 x 100mL)

Solugéo etérea

Solugéo aquosa

1) 50mL de HCI 10%
2) Agitar e verificar o pH
3} Eteretilico (3 x 50mL)

Solugdo aguosa

| Solugdo etérea

1} Lavar 3 x com agua
2) Max504 anidro, filirar
i) Evaporar a secura

‘ Eugenal

Figura 10- Extracdo acido-base do eugenol a partir do 6leo de cravo.
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EXPERIMENTO IV- Avaliacdo do efeito do bioterapico de R. microplus 6 CH e do
eugenol a 5% na formulacdo de pour on, em bovinos em condi¢Bes controladas de

infestacdo e sua interferéncia no Bem-Estar Animal

11. OBJETIVOS

11.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia do bioterdpico de material vivo (MV) de R. microplus 6 CH e do eugenol
pour on no controle de R. microplus em bovinos em condicdes controladas de infestacédo e a

interferéncia dos tratamentos sobre o bem-estar dos animais.

11.2 Objetivos especificos

- Avaliar a eficacia do bioterapico MV na poténcia 6 CH e eugenol a 5% pour on em bezerros
artificialmente infestados por R. microplus;

- Avaliar a eficiéncia reprodutiva de fémeas ingurgitadas de R. microplus ap6s o tratamento
de bezerros com o bioterapico MV de R. microplus 6 CH e com eugenol a 5% pour on;

- Estudar possiveis alteracdes morfoldgicas no ovario de fémeas de R. microplus obtidas de
bezerros tratados com o bioterapico e com o eugenol a 5% pour on por meio de Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET);

- Avaliar as alteracBes leucocitarias e eritrocitarias antes e ap0s os tratamentos com o
bioterapico MV de R. microplus 6 CH e com o eugenol a 5% pour on;

- Avaliar a atividade de enzimas séricas hepéticas e renais de bezerros antes e apds a
aplicacdo do eugenol na concentragdo 5% pour on;

- Avaliar por meio das proteinas de fase aguda (haptoglobina, ol-glicoproteina &cida e
transferrina) a magnitude da resposta inflamatoria evocada pela utilizacdo do bioterapico de
carrapato de R. microplus em bezerros artificialmente infestados por R. microplus, sem
contato prévio com este ixodideo;

- Avaliar a interferéncia do bioterapico e do eugenol pour on sobre o bem-estar dos animais

parasitados.
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12. MATERIAL E METODOS

12.1 Preparo da solugdo eugenol a 5% pour on

A solucdo eugenol a 5% pour on foi desenvolvida pelo professor André Faraco, no
Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farmécia da UFMG, conforme a

tabela 8.

Tabela 8- Formulacgéo da solugédo eugenol a 5% pour on.

Composicéo Percentagem (%)
Eugenol 5
Oleo de améndoas 10
Oleo de girassol 29
Oleo mineral 29
Lanolina 5
Monoesterato de glicerila 2
Alcool etilico 20

A formulacdo pour on para o eugenol foi utilizada devido a facilidade e menor estresse na
administracdo do produto, menor quantidade de éleo essencial quando comparado com o

banho de aspersdo, além de ndo ser necessaria a utilizacdo de brete e de pulverizadores.

12.2 Preparo do bioterapico de material vivo (MV) de R. microplus 6 CH

A metodologia de preparo do bioterapico de material vivo foi realizada conforme item 8.1
(Experimento 1)

12.3 Bioensaio in vivo
12.3.1 Animais

Foram utilizados 18 bezerros machos da ragca Holandesa (PO), com 6 meses de idade, pesando

aproximadamente 145 Kg, mantidos nas instalacdes do tipo tie stall da Clinica de Ruminantes

do Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG, durante 42 dias.
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No periodo pré-experimental os bezerros foram vacinados contra botulismo, carbunculo
sintomatico, edema maligno e enterotoxemia (Poli Star- Vallée) e foi administrada
enrofloxacina na dose Unica de 7,5 mg/kg de peso vivo, por via intramuscular profunda
(Kinetomax - Bayer). Os animais foram criados em galpdes telados para impedir a entrada de
moscas, e semanalmente, foram banhados com produtos piretroides para impedir infestacéo
por carrapatos. Os banhos foram suspensos 30 dias antes do experimento.

Os bezerros foram alojados separadamente em instalacbes com dimensdes de 4,6 m de largura
por 7,0 m de comprimento, piso cimentado coberto por placas emborrachadas, com cochos
individuais e um bebedouro automatico para cada dois animais. Os animais receberam
silagem de milho e racdo formulada pela fazenda da UFMG, oferecida em duas porcdes
diérias, sal mineral (Itambé) e 4gua “ad libitum”.

As instalacbes e o0s bebedouros foram higienizados diariamente e no periodo de
aproximadamente 2 horas, os animais foram soltos para socializacdo em baias maiores,

constituindo grupos de dois a trés animais.

12.3.2 Metodologia experimental

Os 18 bezerros sem prévio contato com carrapatos foram infestados com aproximadamente
1500 larvas de R. microplus, com 14 a 21 dias ap0s a eclosdo. As larvas provinham de ovos
dos trés primeiros dias de postura. Foram realizadas 3 infestacGes, uma por semana, em que as
larvas foram distribuidas na regido dorsal do pescoco, lombar e préximo a cauda de cada
animal. Os animais foram divididos em trés grupos de seis animais:

- Grupo I: os animais ndo receberam medicacéo, constituindo o grupo controle;

- Grupo Il os animais receberam 1,0 mL do bioterdpico MV de R. microplus na poténcia 6
CH, por via oral, administrado duas vezes ao dia, durante 42 dias.

- Grupo I1I: os animais foram tratados com eugenol a 5% na formulagdo pour on, na dose de
10 mL para cada 100 Kg de peso vivo, bilateralmente ao longo da coluna vertebral, em
aplicacdo Unica no 21° dia apos a infestacéo artificial.

A administracdo do bioterdpico 6 CH foi realizada no dia anterior a infestacdo larval nos
animais do grupo Il. Apo6s a administracdo dos medicamentos (bioterdpico e eugenol pour
on), os animais foram monitorados durante 4 horas para observacdo de eventuais reacgoes

adversas.

68



12.4 Exames clinicos e colheita de sangue

Os animais foram submetidos a exame clinico diario, englobando os parametros: temperatura
retal, frequéncias respiratoria e cardiaca e em caso de anormalidades nestes parametros foi
realizado exame fisico completo do animal (tempo de preenchimento capilar, coloracédo e
aspecto de mucosas ocular e oral, auscultagdo pulmonar e abdominal, avaliacdo do aspecto e
consisténcia das fezes) e exames laboratoriais (exame parasitolégico de fezes e esfregago de
sangue capilar para pesquisa de hematozoarios).

Amostras sanguineas foram obtidas por venopuncdo em frasco vacutainer contendo acido
etilenodiaminotetracético di-sodico (EDTA 10%). Os parametros eritrocitarios e leucocitarios
foram determinados utilizando-se o contador automatico de células Abacus Jr. Vet (Diation).
As colheitas de sangue para as determinac@es eritrocitéarias e leucocitarias dos animais dos
grupos I, Il e 11l foram realizadas nos dias 0, 2, 10, 21, 30 e 39 ap06s a infestacdo por larvas de
R. microplus para monitoracao da satde dos animais.

Para obtencao de soro dos animais do grupo 11, amostras sanguineas foram colhidas em tubos
vacutainer sem anticoagulante. Os tubos foram centrifugados e as aliquotas de soro
acondicionadas a temperatura de -20° C. Para a realizagdo dos testes bioquimicos e avaliar a
concentracdo de fosfatase alcalina (FA), aspartato aminotransferase (AST), ureia e creatinina
foi utilizado o espectrofotobmetro Cobas Mira Plus (Roche). Estas determinacdes foram
realizadas nos dias 0, 2, 4, 6, 9 e 18 ap0s a aplicacdo do pour on, com o objetivo de avaliar a
possivel toxicidade do eugenol nos tecidos hepatico e renal.

As andlises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario da UFMG, sob orientacdo da professora Dra. Fabiola Paes Leme.

Amostras de soro dos animais do grupo I, tratados com bioterapico, foram colhidas em tubos
vacutainer e centrifugadas. Aliquotas foram acondicionadas a temperatura de -20° C para a
mensuracdo das proteinas de fase aguda: haptoglobina, al-glicoproteina &cida e transferrina,
de acordo com a técnica proposta por Laemmli (1970). O fracionamento eletroforético foi
realizado em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Como
referéncia foi utilizada uma solugdo marcadora com diferentes pesos moleculares
(SigmaMarker™). As mensurages foram realizadas nos dias -1, 0, 1, 2, 3, 7, 10, 15, 21, 30 e
39 apos a infestagdo por larvas de R. microplus, com o objetivo de avaliar a resposta
inflamatdria desencadeada pela administracdo do bioterapico e pela infestacdo por R.
microplus. As analises foram realizadas no Laboratorio de Apoio a Pesquisa do Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV, UNESP, Campus de Jaboticabal, sob orientacdo
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do professor Dr. José Jurandir Fagliari. A determinacdo da proteina sérica total, para a
realizacéo dos célculos das proteinas de fase aguda, foi realizada pelo método de refratometria
segundo a técnica de Schalm’s no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da
UFMG.

12.5 Acéo terapéutica do bioterapico de R. microplus 6 CH e do eugenol a 5 % pour on

em bovinos experimentalmente infestados com R. microplus

12.5.1 Contagem de teledginas

A eliminacdo de R. microplus e o efeito residual da formulagdo homeopatica e do pour on
foram avaliados por meio de contagens diarias de todas as fémeas, maiores ou iguais a 4,5
mm de comprimento, presentes no lado esquerdo de cada bovino (Villares 1941, modificado
por Wilkinson 1955). As contagens foram realizadas do 21° dia até o 41° dia ap6s a primeira
infestacéo, totalizando 21 determinagdes por animal. Para obtencdo da infestagcdo por animal,
os valores obtidos nas contagens foram multiplicados por dois (Oliveira 1993) e para a
categoria do nivel de infestacdo foi utilizada a classificacdo para a raca Holandesa conforme
Verissimo et al. (2004).

12.5.2 Performance reprodutiva e percentual de eclodibilidade

Conforme descrito no item 4.4.1

12.6 Célculos de eficiéncia reprodutiva, eficiéncia e eficacia

12.6.1 Calculo de eficiéncia reprodutiva (ER)

Conforme descrito no item 8.5 (experimento II).

12.6.2 Calculo de eficiéncia dos produtos

Conforme descrito no item 8.6 (experimento I1).

12.6.3 Calculo de eficacia dos produtos
Conforme descrito item 4.7 (experimento I).
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12.7 Microscopia Eletronica de Transmissao

Foram utilizadas duas teledginas de R. microplus de cada grupo experimental (grupos I, Il e
I11), maiores ou iguais a 4,5 mm de comprimento, coletadas no 35° e 36° dias ap0s a primeira
infestacdo (36° e 37° dias ap0Os o tratamento com o bioterapico), para 0 processamento por
microscopia eletronica no Centro de Microscopia da UFMG.

Os carrapatos foram processados conforme descricdo no item 4.8.

12.8 Avaliacédo do Bem-Estar Animal

A avaliacdo do bem-estar dos animais foi realizada com base em trés principios do protocolo
Welfare Quality (2009) mediante a andlise de seis critérios com adaptacfes. O primeiro
principio envolveu a boa alimentacéo dos animais com base em dois critérios objetivando-se a
auséncia de fome e sede por periodo prolongado. Foi avaliado mediante a disponibilidade de
comedouros e bebedouros, escore corporal dos animais e 0 ganho de peso durante o periodo
experimental, visto que a deficiéncia nutricional diminui a resisténcia dos animais aos
carrapatos R. microplus.

O método de avaliacdo do escore de condi¢do corporal utilizado baseou-se na visualizacdo de
caracteristicas em quatro regides do corpo dos bezerros. A primeira caracteristica observada
foi a presenca de afundamento na regido da cabeca e sob a cauda. A segunda caracteristica
baseou-se na presenca de depressdes na regido do quadril e da espinha dorsal. A terceira foi
na presenca de processos transversos bem visiveis e delimitaveis, e a quarta incluiu a presenca
de caquexia e a somatdria das caracteristicas supracitadas. Animais com condicdo corporal
satisfatoria receberam o escore 0 e incluiam aqueles que possuiam até duas destas
caracteristicas corporais e 0 escore 2 para aqueles muito magros com mais de 3 caracteristicas
envolvidas.

O ganho de peso dos animais durante o periodo experimental foi calculado e comparado com
a recomendacéo de ganho de peso diario de 600 a 800 g para bovinos de ragas leiteiras (Allen
2008) atribuindo escore 0 para a condi¢do considerada satisfatoria e 2 para a insatisfatéria. Da
mesma forma foi atribuida pontuagdo para a disponibilidade de comedouros e bebedouros.
Em seguida foi feita a somatdria dos escores e valores acima de 2 demonstraram
comprometimento do bem-estar para o principio | (Alimentacéo e ingestdo de 4gua ) .

O segundo principio englobou a avaliacdo das instalacGes visando o conforto térmico e a

qualidade de manutencdo dos animais. Para estimar o conforto térmico foram utilizados os
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parametros: indice de temperatura e umidade (ITU), temperatura retal, frequéncias
respiratoria e cardiaca dos animais. Foram registrados diariamente os valores maximos e
minimos de temperatura e umidade relativa do ar mediante a instalagdo de um termémetro
digital no galpédo onde os animais estavam alojados. O ITU adaptado para bovinos, avalia os
efeitos combinados da temperatura e da umidade do ar sobre os animais, quantificando o nivel
de estresse caldrico a que os animais estdo submetidos (Pires et al. 2010). Os valores de ITU
foram obtidos mediante a tabela adaptada por Smith et al. (1998), cruzando-se os valores de
temperatura ambiente com os de umidade relativa do ar. Segundo essa classificagdo valores
de ITU até 72 demonstram auséncia de estresse e condi¢des ideais para 0 bom desempenho
produtivo dos animais, de 72 a 79 indicam estresse brando e inicio de comprometimento
produtivo, de 79 a 89 indicam estresse moderado, de 90 a 98 estresse severo e nestas duas
ultimas classificacGes, todas as funcdes organicas encontram-se comprometidas. Valores de
ITU acima de 98 apresentam risco de vida com morte de animais e providéncias urgentes
devem ser tomadas (Pires et al. 2010).

Nos dias em que os valores de ITU foram maiores que 72, foram investigadas a presenca de
taquipnéia e hipertermia nos animais e calculada a percentagem de animais acometidos em
cada grupo.

A qualidade das instala¢6es foi medida por meio da percentagem de animais com ferimentos
em decorréncia de acidentes nas instalacGes (tecnopatias) durante o periodo experimental.

O terceiro principio de boa saude utilizado para avaliar o bem-estar dos animais foi 0 mais
enfocado neste trabalho e baseou-se na identificacdo e calculo de percentagem de animais
com alteracBes dermatoldgicas associadas a infestacdo por R. microplus como prurido,
hiperemia da pele, lesdes nodulares, crostosas e alopécicas, seborreia, aspecto do pelo e
aumento de linfonodos. Inspe¢des diarias foram realizadas nos animais durante o periodo
experimental.

Convém ressaltar que ndo foram realizados os procedimentos de descorna e castragcdo nos
bezerros, portanto ndo foi observada presenca de dor em funcéo de procedimentos cirirgicos

mutilantes.

12.9 Anélise estatistica

A analise estatistica dos dados gerados foi realizada utilizando o software Graph Pad Prism
5.0. A analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn's foi feita para

as contagens médias de teledginas (entre 0s grupos e entre 0s momentos), dosagens de
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aspartato aminotransferase, ureia, al-glicoproteina acida, haptoglobina e transferrina. A
eclodibilidade de larvas foi associada aos grupos experimentais tomados dois a dois, através
de uma tabela de contingéncia submetida ao teste qui-quadrado.

Anélise paramétrica pelo teste de variancia (ANOVA), seguidos pelo Teste de Tukey foi feita
para mdltiplas comparacGes dos parametros referentes ao peso das teledginas, peso da
oviposicdo, valores médios de hemécias e de leucocitos totais, dosagens de fosfatase alcalina
e creatinina.

As diferencas obtidas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p

foi menor que 0,05.

13. RESULTADOS E DISCUSSAO

13.1 Bioensaio in vivo
13.1.1 Achados clinicos

A administracdo por via oral do bioterdpico MV de R. microplus 6 CH, aos seis animais do
grupo 1, ndo provocou reagdes adversas e 0s animais mantiveram-se ativos € normorréxicos
durante todo o experimento.

A aplicacdo topica da solucdo eugenol a 5% pour on foi satisfatoria, visto que 0s seis animais
do grupo 11l ndo apresentaram sinais de desconforto, nem irritacdo no local de aplicacdo e

mantiveram apetite e comportamento normal.
13.1.2 Contagem de fémeas de R. microplus
As contagens de fémeas de R. microplus, maiores ou iguais a 4,5 mm, realizadas nos animais

a partir do 21° até o 41° dia apos a infestacdo artificial, ndo demonstraram diferencgas

significativas (p > 0,05%) entre os grupos (Figura 11).
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Figura 11- Contagens médias de fémeas de R. microplus, = a 4,5 mm de comprimento, em

bezerros dos grupos controle (GI), tratados com bioterapico 6 CH (GlI) e com eugenol a 5%
pour on (GIII) do 21° até o 41° dia ap0s a infestacdo artificial. Belo Horizonte, MG, 2012.

Picos de infestacdo ocorreram nos animais dos grupos I, 11 e 11l nos dias 21, 22, 28, 29, 35 e
36 apds a infestacdo artificial correspondendo a duracdo da fase parasitaria do carrapato R.

microplus (Figura 12).
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Figura 12- Contagens médias totais de fémeas de R. microplus, = a 4,5 mm de comprimento,
em bezerros dos grupos controle (GI), tratados com bioterapico 6 CH (GII) e com eugenol a
5% pour on (GlII) do 21° até o 41° dia ap6s a infestacdo artificial. Belo Horizonte, MG, 2012.

A maior infestacdo por R. microplus foi observada no animal 13, do grupo | (controle)
seguida do animal 21 do grupo Il (tratado com o bioterapico), ambos no 21° dia ap6s a

infestacdo artificial. Em relacdo a média total de contagem por animal foi observado que os
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que apresentaram menores contagens foram os animais 4 (GllI) e 26 (GlII) (Tabela 9). Foram
observadas diferencas estatisticas significativas entre os dias de maior e menor infestacdo
correspondente a duragdo da fase parasitaria do carrapato R. microplus.

No presente ensaio, foi utilizada a classificacdo de Verissimo et al. (2004) para diferenciar as
categorias de infestacdo. Os animais dos grupos I, Il e Il mantiveram niveis baixos de
infestacdo ao longo do periodo experimental, exceto nos dias 21 e 22 que apresentaram niveis
médios de infestacdo (de 26 a 100 carrapatos). E nos dias 34, 35 e 36 apenas 0s animais do
grupo | estavam com niveis médios de infestacdo enquanto os dos grupos Il e Il estavam com
niveis baixos (de 0 a 25 carrapatos) (Tabela 9). Foi observada diferenca significativa (p <

0.0001) entre 0 21° e 41° dias apos a infestacdo inicial.
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Tabela 9- Valores totais e médios de contagens de fémeas de R. microplus, = a 4,5 mm de
comprimento, em bezerros dos grupos controle (Gl), grupo tratado com bioterapico 6 CH
(GII) e tratado com eugenol a 5% pour on (GIII) do 21° até o 41° dia apds a infestacdo
artificial. Belo Horizonte, MG, 2012.

Dias apos a Numero total e médio de fémeas de

infestacdo R. microplus

artificial Grupo | Grupo Il Grupo Il

Controle Bioterapico 6 CH | Eugenol pour on
21 242 40,30 244 40,66 180 30,00
22 190 31,66 176 29,33 164 27,33
23 104 17,33 104 17,33 82 13,66
24 68 11,33 46 7,66 60 10,00
25 32 5,33 28 4,66 42 7,00
26 28 4,66 6 1,00 24 4,00
27 52 8,66 68 11,33 46 7,66
28 82 13,66 90 15,00 98 16,33
29 66 11,00 56 9,33 110 18,33
30 42 7,00 56 9,33 56 9,33
31 36 6,00 30 5,00 26 4,33
32 22 3,60 22 3,66 18 3,00
33 48 8,00 56 9,33 48 8,00
34 160 26,66 138 23,00 110 18,33
35 158 26,33 134 22,33 104 17,33
36 168 28,00 112 18,66 78 13,00
37 58 9,66 46 7,66 56 9,33
38 34 5,66 26 4,33 24 4,00
39 20 3,33 14 2,33 10 1,66
40 8 1,33 6 1,00 8 1,33
41 10 1,66 2 0,33 6 1,00
Média 775 | 1391M | 695 | 11,58 |64,3 | 10,74

NS_ ndo significativo
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O método que é utilizado para avaliar a eficacia de produtos formulados mediante a
farmacotécnica classica (dose ponderal), baseia-se em considerar a eficacia média contra R.
microplus, dividindo o resultado da somatoria das eficacias diérias pelo nimero de contagens
ou pelos dias de tratamento. E importante chamar a atengdo, que muitas vezes esses produtos
sdo toxicos e podem levar a intoxicacdo dos animais e a contaminagéo da carne, do leite e do
meio ambiente. Diferentemente, os bioterapicos que sdo produzidos segundo a farmacotécnica
homeopética, ndo possuem dose ponderal e trata-se de uma formulagdo ultradiluida (doses
minimas) e dinamizada do principio ativo. Portanto, ndo possuem toxicidade, periodo de
caréncia, nem causam efeitos adversos e contaminacdo da carne, leite e a0 meio ambiente.
Esses aspectos sdo desconsiderados quando o mesmo método € adaptado para avaliar a
eficcia de formulagbes homeopaticas.

A eficacia do bioterapico de R. microplus 6 CH administrado por via oral, a bezerros que ndo
tiveram prévio contato com carrapatos, variou entre — 33,33 a 95,18% e a eficicia média foi
12,31% apds 42 dias de tratamento (Tabela 10). E importante destacar que a eficacia média da
primeira semana foi 13,10%, na segunda -3,71% e na Ultima semana de tratamento foi
32,53%. Portanto, 0 mesmo método para avaliacdo do pour on eugenol, parece ndo ser, em
uma primeira analise, 0 mais adequado para avaliar a eficacia dos bioterapicos, visto que a
utilizacdo da formulacdo homeopatica objetiva produzir uma resposta do hospedeiro contra a
infestacdo por R. microplus, utilizando-se o efeito secundario reacional. Porém, ndo héa
descri¢des de quanto tempo essa resposta se processa. Arenales (2002) relata que em bovinos
leiteiros, mais suscetiveis a infestacdo por R. microplus, sdo necessarios de 12 a 36 meses
para que ocorra limpeza efetiva das pastagens. Estudos especificos devem ser realizados com
este objetivo.

Costa-Janior & Furlong (2011) administraram o bioterapico comercial 12 CH (C&MC®-
Arenales Flora e Fauna) no sal mineral de bezerros Holstein-Zebu por 5 meses. Realizaram
contagens de fémeas ingurgitadas a cada 14 dias e obtiveram eficacia de 26%. Este resultado
é superior a eficacia média obtida neste ensaio, mas inferior a eficacia observada na ultima
semana de tratamento com o bioterapico 6 CH.

Além do aspecto supracitado, Wikel (1996) descreve que bovinos que ndo tiveram préevio
contato com carrapatos ndo produzem linfécitos T e B de memdria, nem resposta imune
eficiente, diferentemente de bovinos naturalmente infestados. O valor de eficacia média do
mesmo bioterapico 6 CH em animais naturalmente infestados realizado no experimento 2 foi
33,06% apos 7 dias de tratamento. Portanto, 2,5 vezes maior e em tempo 6 vezes menor do

gue em animais sem prévio contato com carrapatos. Esses resultados sugerem que bovinos
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infestados naturalmente com carrapatos respondem melhor e mais rapidamente ao tratamento
com o bioterapico 6 CH.

Silva et al. (2008) ao utilizarem o produto comercial contendo uma mistura de 16 bioterdpicos
na dinamizagdo 12 CH (Arenales Flora e Fauna) observaram reducdo de 50% de fémeas
ingurgitadas, fato este ndo observado no presente ensaio, podendo estar associado a menor
quantidade de formas adultas utilizadas no processamento do bioterapico.

O valor de eficacia do eugenol a 5% pour on variou de -66,6 a 53,5%, sendo que 0 maior
valor foi observado no 15° dia ap6s aplicacdo (36° dia apos a infestacdo por R. microplus)
(Tabela 10). O valor de eficacia média do eugenol durante 21 dias ap6s a aplicacdo foi
10,47%. Com base nas andlises cromatogréaficas realizadas nas tinturas de R. microplus, foi
possivel detectar a predominancia de compostos terpendides nos ixodideos, portanto, sugere-
se que a acao do eugenol seja de inibicdo da via biossintética dos terpendides (Dewick, 2009).
Os dados de literatura envolvendo experimentos em bovinos objetivando-se a avaliacdo da
eficacia de extratos vegetais, fracGes e substancias isoladas contra R. microplus, demonstram
que as concentracdes, freqiéncia de aplicacdo e eficacia sdo variadas. Para um produto
quimico ser considerado de alta eficacia este precisa eliminar mais que 95% dos carrapatos do
animal, de media eficéacia entre 90 e 95% e de baixa eficcia eliminam menos que 90% (Brasil
1990). Porém, varios produtos sintéticos vém apresentando eficacia baixa em testes in vitro
(Arantes 1995; Campos-Junior & Oliveira 2005; Farias et al. 2008; Camillo et al. 20009,
Domingues 2011; Mendes et al. 2011), e a campo podendo chegar a percentagens abaixo de
35% (Pereira 2006; Davey et al. 2008).

Conforme essa classificacdo, varios extratos vegetais mostraram eficacia acaricida baixa em
bovinos naturalmente infestados, dentre estes, o hexanico de frutos maduros de M. azedarach
a 0,25% e 0,5% (Borges et al. 2003; Sousa et al. 2011), o etandlico de C. citratus a 2,72%
(Heimeredinger et al. 2006), o aquoso de fumo de corda a 1,25% (Olivo et al. 2009), o de
Lantana camara a 40% (Moyo et al. 2009) e do complexo de frutos de A. indica, N. tabacum,
flores de Calotropis pacera e sementes de Trachyspermum ammi a 45% (Zaman et al. 2012).
Ressalta-se que o extrato hexanico de frutos maduros de M. azedarach a 0,5% (Sousa 2008)
apresentou eficacia que variou de —16,6 a 89%, sendo o maior valor no 20° dia apés
tratamento. E o extrato aquoso de fumo de corda com cal extinta a 1,25% (Olivo et al. 2009)
ao ser utilizado em trés aplicagdes consecutivas com intervalos de 24 horas, apresentou
eficacia maior (77,5%), quando comparado com apenas uma aspersdo, do extrato em
detergente neutro a 3,75% (25,3% de eficacia), ambos no 14° dia. Com base nos dados de

literatura sugere-se 0 aumento da concentragdo ou maior freqiiéncia de aplicacdo do eugenol
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pour on, visto que, pela classificagdo do Ministerio da Agricultura, o eugenol na concentracéo

5% apresentou baixa eficacia acaricida.

Tabela 10- Valores médios de eficacia, segundo Amaral (1993) adaptado de Roulston et al.
(1968), dos grupos tratados com o bioterapico oral 6 CH (GII) e com a solucéo eugenol a 5%

pour on (GIII) do 21° até o 41° dia ap0és a infestacdo artificial. Belo Horizonte, MG, 2012.

Dias apos a | Eficacia sobre fémeas de R. microplus
infestacéo artificial Grupo Il Grupo Il
bioterapico 6 CH eugenol pour on

21 -8,26 -*
22 7,37 13,68
23 0 21,15
24 32,35 11,76
25 12,50 -31,25
26 78,54 14,28
27 -30,77 11,53
28 -9,75 -19,51
29 0 -66,66
30 -33,33 -33,33
31 20,00 27,77
32 0 18,18
33 -16,66 0
34 13,75 31,25
35 15,18 34,17
36 33,33 53,57
37 20,68 3,45
38 23,52 29,41
39 30,00 50,00
40 25,00 0
41 80,00 40,00

Média Geral 13,97 10,47

* A aplicacdo do eugenol 5% pour on foi realizada no 21° dia por isso a eficécia foi avaliada a

partir do 22° dia no grupo Il1.
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13.3 Bioensaio in vitro

13.3.1 Performance reprodutiva e percentual de eclodibilidade

Né&o foram observadas diferencgas estatisticamente significativas (p > 0,05%) entre 0s grupos
em relacdo aos parametros: peso das teledginas e peso da postura (Figuras 13 e 14, Tabela
11). Estes resultados corroboram com os resultados obtidos no experimento I, utilizando o
bioterapico injetavel 30 DH em animais artificialmente infestados e no experimento Il com
bioterapicos de material vivo, dessecado e calcinado na poténcia 6 CH, administrados por via

oral, em animais naturalmente infestados.
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Figura 13- Peso total de fémeas de R. microplus > a 4,5 mm de comprimento, dos grupos |

(controle), Il (bioterapico 6 CH) e 1l (eugenol pour on a 5%). Belo Horizonte, MG, 2012.
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Figura 14- Peso total da postura de fémeas de R. microplus > a 4,5 mm de comprimento, dos
grupos | (controle), Il (bioterapico 6 CH) e Il (eugenol pour on a 5%). Belo Horizonte, MG,
2012,
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Diante da impossibilidade de avaliar estatisticamente, o percentual de eclodibilidade, a
dispersdo de frequéncia de ovos eclodidos em relacdo aos tratamentos (tomados dois a dois)
foi testada em uma tabela de contingéncia qui-quadrado. Foi possivel avaliar associacdo
significativa entre a eclosdo e os tratamentos, mostrando melhores resultados no dia 23 para o
grupo Ill, nos dias 24, 35, 36 e 37 para o grupo Il, enquanto no dia 21 os grupos Il e 1lI
mostraram resultados semelhantes e nos dias 22 e 29 ap0s a infestacdo por R. microplus nédo

foram significativas.

O percentual de eclodibilidade de larvas no 36° dia ap6s a infestacdo artificial foi
respectivamente 90, 50 e 75 % para os grupos I, Il e Ill, portanto, neste dia, 0 melhor

resultado de inibicdo da eclodibilidade de larvas foi para o grupo 2 (Tabela 11).

Tabela 11- Peso total de fémeas R. microplus (> a 4,5 mm de comprimento), peso da postura
em gramas e percentual de eclodibilidade de larvas de R. microplus dos grupos controle (Gl),

tratado com o bioterapico 6 CH (GII) e com eugenol a 5% pour on (GlII).

Grupo | Grupo 11 Grupo 111
Dias apos a controle bioterapico 6 CH eugenol a 5% pour on
infestagao teledginas ovos | eclosdo | teledginas ovos | eclosdo | teledginas 0vos eclosdo
(9 (@) (%) (9) () (%) (9) (9) (%)
21 3,530 0,786 85 3,364 0,619 80 3,272 1,611 80
22 3,318 1,735 80 3,942 1,928 80 3,331 1,658 80
23 3,239 1,936 90 3,925 2,006 85 3,428 1,836 75
24 3,112 1,558 90 2,664 1,522 75 2,649 1,291 90
29 2,603 1,420 90 2,833 1,585 90 3,109 1,671 90
35 2,822 1,553 90 2,661 1,505 85 2,423 1,310 90
36 3,289 1,747 90 3,141 1,626 50 2,850 1,598 75
37 2,688 1,473 90 2,279 1,201 70 2,809 1,568 75

Estes resultados sugerem inibigdo da eclodibilidade de larvas no grupo Il tratados com o
bioterapico 6 CH via oral, duas vezes ao dia, e possivel interferéncia deste na reproducéo de
R. microplus corroborando os resultados de Gazim et al. (2010), e com os resultados obtidos
no experimento Il em animais naturalmente infestados. Porém, nos animais naturalmente

infestados tratados com o mesmo bioterdpico, a inibicdo da eclodibilidade ocorreu mais
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rapidamente, apds 6 dias de tratamento e nos animais artificialmente infestados sem prévio
contato com carrapatos, ocorreu no 37° dia de tratamento (36° dia ap0s a infestacdo). A
diferenca observada pode ser atribuida a varios fatores, dentre os quais a idade, raca, a
nutricdo, estacdo do ano (Oliveira & Alencar 1987), e a auséncia de contato prévio com 0s
carrapatos R. microplus, visto que, bovinos infestados naturalmente com carrapatos produzem
linfocitos T e B de memdria que permitem uma resposta imune mais eficiente em futuras
infestacOes (Wikel 1996).

A eficiéncia do bioterapico segundo a formula de Drummond et al. (1973) foi 45,86% no 37°
dia de tratamento (equivalente ao 36° dia apos a infestacdo) (ER= 517669,5), superior a acdo
do eugenol 5% pour on que foi de 12,03% (ER= 841052,6) no 15° dia de tratamento. Gazim
et al. (2010), utilizando bioterapico de R. microplus 12CH e 30CH, durante 28 meses,
verificaram eficiéncia de 22%. Portanto, o bioterdpico R. microplus 6 CH utilizado neste
experimento apresentou eficiéncia 23,86% maior, mesmo sendo utilizado em menor tempo de
uso. Os resultados de eficiéncia obtidos para o eugenol na concentracdo 5% administrado por
via cutdnea em bezerros, mostraram baixa interferéncia na reproducdo de R. microplus.
Ressalta-se que no teste de pacote com larvas com o eugenol, a concentracdo 0,3% mostrou
100% de mortalidade e apds o teste de imersdo de teledginas na solucdo eugenol a 5% a
inibicdo da eclodibilidade foi de 100%. Os 6leos essenciais apresentam alta volatilidade e
acao local, caracteristicas consideradas vantajosas, pois diminuem a toxicidade e a
manutencdo de residuos no ambiente. Por outro lado, exigem maiores concentracdes da
substancia isolada e maior frequéncia de reaplicacdes (Isman 2000). Com base nos resultados
obtidos de contagens de fémeas ingurgitadas e eclodibilidade do pour on sugere-se a
utilizacdo do eugenol em formulacGes com concentracdes maiores e/ou com aplicacdes a cada
15 dias.

Como o bioterapico R. microplus 6 CH sugere inibi¢do da oviposicao e ndo deixa residuos na
carne, no leite e no meio ambiente (Real 2008; Vuaden 2008) e 0 eugenol pour on apresenta
acdo em fémeas ingurgitadas, propde-se a associacdo do bioterdpico administrado na ragéo ou
sal mineral com o eugenol pour on em concentragdes maiores (30%) para o controle de R.
microplus, esperando-se a obtencdo de efeitos sinérgicos. A associacdo possibilitaria o
controle do animal parasitado e o controle ambiental em longo prazo, visto que a maioria da
populagéo de carrapatos encontra-se no meio ambiente. A combinacdo de efeitos pode
beneficiar reduzindo a infestacdo de pastagens, a necessidade de tratamentos quimioterapicos,
0S custos, 0 impacto ambiental, e consequentemente retardando o desenvolvimento de

resisténcia. Ensaios devem ser conduzidos para avaliar a eficacia dessa associagao.
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13.4 Achados hematicos e leucocitarios

Os valores médios globais de hemécias dos grupos | e Il estdo dentro dos valores normais
para a espécie bovina, enquanto os do grupo Il mantiveram-se abaixo dos valores normais até
0 21° dia, a partir do 30° e 39° dia apos a infestacdo artificial apresentaram-se normais. No
grupo 11, foram observadas diferencas estatisticas para os valores médios de hemaécias entre o
dia 0 e os demais dias, entre o dia 2 e 21 e entre o dia 4 e 21 ap0s a aplicacdo do eugenol a 5%
pour on. Foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os grupos 1 e Il1; Il e 111
para os valores médios de hemacias (Figura 15).

Os valores hematicos e leucocitarios do animal 5 (GI) foram retirados da analise estatistica,

pois se apresentaram discrepantes dos demais animais do grupo I.
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Figura 15- Representacdo grafica dos valores médios totais obtidos para hemacias (céls x

10%/uL) em bezerros dos grupos I (controle), 11 (bioterapico 6 CH) e 11l (eugenol pour on
5%). *** diferenca significativa entre Gl e GllI e entre Gll e Gl para P < 0,001.

Os valores médios globais de leucécitos do grupo | mantiveram-se dentro dos valores normais
para a espécie bovina, os do grupo Il mantiveram-se acima dos valores normais durante todo
0 periodo experimental. E os animais do grupo Il mantiveram-se dentro da normalidade nos
dias 0, 2, 10, mas no 21° até 39° dia ap0s a infestacdo artificial apresentaram-se acima dos
valores considerados normais. Foram observadas diferencas significativas entre os grupos | e

Il para os valores medios de leucdcitos totais (Figura 16).
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Figura 16- Representacdo grafica dos valores médios totais obtidos para leucdcitos (células x
10*/uL) em bezerros dos grupos 1 (controle), 1l (bioteréapico 6 CH) e Il (eugenol pour on

5%). ** diferenca significativa entre Gl e Gll para P < 0,01

Portanto, os animais infestados por R. microplus do grupo | apresentaram valores globais
médios de hemécias e leucdcitos totais normais, diferentemente dos animais do grupo Il que
apresentaram leucocitose. Nos animais do grupo Il os valores médios globais de hemécias
aumentaram e mantiveram-se dentro dos valores normais para a espécie bovina, enquanto nao
foram observadas alteracGes nos valores médios totais de leucécitos em relacdo aos valores
iniciais.

Mitidiero (2002) ao utilizar um complexo homeopatico com seis medicamentos
homeopaticos, autoisoterapico de leite e o bioterapico Staphylococcinum 12 CH em bovinos
para o tratamento de mastite, relatou que nos primeiros meses de uso foi observado aumento
na contagem de células somaéticas. A autora atribuiu este aumento dos polimorfonucleares ao
fator de agravacdo descrito por Hahnemann. A agravacgdo é a reacdo do organismo sensivel ao
reconhecer a presenca do agente causal quando se inicia o tratamento homeopatico, mesmo
com uma dose infinitesimal e reduzida deste agente (Organon 1996). Barzon et al. (2008)
relataram resultados semelhantes em 25 vacas leiteiras ao utilizar um complexo homeopatico
com oito medicamentos homeopaticos e o bioterdpico de Staphylococcus aureus 200 CH.
Descreveram aumento de polimorfonucleares (CCS) durante 15 dias ap0s o inicio do
tratamento e a reducdo da mastite ocorreu em 82% dos animais apds 75 dias de tratamento
com o complexo homeopatico.

No presente trabalho, acredita-se que a manutencdo de valores aumentados de leucocitos

durante todo o periodo de avaliacdo no grupo 11, diferentemente dos animais do grupo I, pode

84



ser atribuida ao fator de agravacdo. O fator de agravacdo ocorre devido a acdo primaria do
bioterapico ao reconhecer o agente causal, visto que, esses animais ndo tiveram contato prévio
com carrapatos.

Na literatura cientifica, ndo ha referéncia de avaliacdo de contagem global de leucdcitos
sanguineos com a administracdo de bioterdpicos de R. microplus para o controle de

carrapatos, impossibilitando a comparacéo de resultados.

13.5 Achados bioquimicos

N&o existem relatos sobre a utilizacdo do eugenol in vivo para o controle de R. microplus e
nem sobre a dose tdxica do eugenol em bovinos, porém, séo descritos efeitos toxicos agudos
em seres humanos na dose acima de 1,190 mg/Kg e em ratos acima de 250 mg/Kg/dia. O
eugenol é imediatamente absorvido pela pele e pode causar irritagdo ocular e dérmica,
gueimadura e edema pulmonar em situacbes de prolongada inalacdo (Marin 2008), mas o
potencial de induzir hipersensibilidade cutanea é baixo, em concentraces de 0,05 a 0,09%
(Rothenstein et al. 1983). Em caso de ingestdo de doses altas de eugenol, pode ocorrer
gastrite, necrose hepatocelular, insuficiéncia hepéatica fulminante, alteracBes urindrias,
depressdo do sistema nervoso central, coma (Marin 2008), disturbios de coagulacdo (Valente
et al. 2009) e morte (Marin 2008).

Do ponto de vista toxicolégico, toda substancia pode ser considerada um agente tdxico,
dependendo das condicGes de exposicdo: dose administrada ou absorvida, tempo e frequéncia
de exposicdo, espécie e vias de administracdo (Gwaltney-Brant 2012). Devido a auséncia de
informacBes sobre a toxicidade do eugenol na espécie bovina, foi avaliada a atividade de
enzimas hepéticas e renais dos bezerros utilizados nesse estudo, por meio de uma analise
pareada antes e apds a aplicacdo do eugenol pour on na concentragdo 5%,

A enzima fosfatase alcalina estd amplamente distribuida pelo organismo, sendo encontrada
em altas concentragbes nos osteoclastos, mucosa intestinal, células tubulares renais,
hepatdcitos, epitélio biliar e placenta. Podem apresentar aumento em decorréncia da
metabolizacdo de farmacos, estase da bile, aumento da atividade osteoclastica e producdo de
corticosteroides enddgenos (Kaneko 1997; Jackson 2007). Os valores médios da atividade da
fosfatase alcalina demonstraram queda apos a aplicacdo do eugenol pour on e a partir do 2°
dia apresentaram tendéncia crescente. Foram observadas diferencas significativas entre 0 2° e

0 18° dia, 4° e 18° dia e entre 0 9° e 0 18° dia apoOs o tratamento com o eugenol. E esse
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aumento no 18° dia pode ser atribuido a metabolizacdo dos farmacos, mas mantiveram-se

dentro dos valores nomais para a espécie bovina durante todo o periodo avaliado (Figura 17).
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Figura 17- Representacdo grafica das atividades séricas médias obtidas para a fosfatase
alcalina (U/L) em bezerros submetidos ao tratamento topico com o eugenol a 5% (GlIl), Belo
Horizonte, 2012.

A enzima aspartato aminotransferase (AST) se origina no figado, miocitos do musculo
esquelético e cardiaco, rins e intestino delgado. Aumento de atividade da enzima AST ocorre
nos casos de degeneracdo e necrose hepatica aguda, nas lesbes agudas dos musculos cardiaco
e esquelético e na gestacdo avancada. Os valores médios demonstraram tendéncia crescente
apos a aplicacdo do eugenol pour on e depois decrescente a partir do 2° até o 9° dia. Foram
observadas diferencas significativas entre 0 4° e 9° dia e entre 0 9° e 0 18° dia ap0s a aplicacdo
do eugenol, provavelmente pela metabolizacdo dos farmacos administrados, mas os valores

mantiveram-se dentro dos niveis normais para a espécie bovina (Figura 18).
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Figura 18- Representacdo grafica das atividades séricas médias obtidas para a aspartato
aminotransferase (U/L) em bezerros submetidos ao tratamento tépico com o eugenol a 5%

pour on (GlII), Belo Horizonte, 2012.

Os valores médios de creatinina ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas e
mantiveram-se dentro dos valores normais para a espécie bovina durante o periodo avaliado

(Figura 19).
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Figura 19- Representacdo grafica dos valores médios obtidos para a creatinina sérica (mg/dL)
em bezerros submetidos ao tratamento topico com o eugenol a 5% (GlIl), Belo Horizonte,
2012.
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A ureia € sintetizada pelo figado, representando o principal produto final do catabolismo
protéico e em condi¢Bes normais € excretada quase inteiramente pelos rins. Aumento nos
valores de ureia sérica pode ocorrer na uremia pré-renal, na uremia devido a intoxicacdo por
amonia, estado metabdlico de catabolismo protéico, déficit energético ou na insuficiéncia
renal. E a sua diminuicdo indica dieta hipoproteica ou disfuncdo hepatica (Kaneko 1997). Os
valores médios de ureia mantiveram-se abaixo dos valores normais para espécie bovina
durante o periodo avaliado (Figura 20), podendo sugerir associacdo com o nivel de proteina
da dieta. Para constatacdo deste fato, foram feitas dosagens de ureia nos animais do grupo
controle (GIl) e ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos | e IlI,
demonstrando que os valores baixos encontrados ndo estdo associados a aplica¢do do eugenol
a 5% pour on.

Foi observada diferenca significativa nos valores médios de ureia sérica nos animais do grupo
Il entre 0 dia 0 e 0 9° dia ap0s a aplicacdo do eugenol, sugerindo niveis proteicos da dieta

mais baixos no dia 9 (Figura 20).
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Figura 20- Representacdo grafica dos valores médios obtidos para a ureia sérica (mg/dL) em
bezerros submetidos ao tratamento topico com o eugenol a 5% (GlII), Belo Horizonte, 2012.

Os resultados da atividade das enzimas fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase,
creatinina e ureia sugerem que a aplicacdo do eugenol a 5% pour on ndo causou efeitos
deletérios a funcdo hepética e renal. Os valores médios e o desvio padrdo das analises

bioquimicas estéo listados no ANEXO 4.
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13.6 Proteinas de fase aguda

As proteinas de fase aguda apresentam utilidade na medicina veterinaria e podem ampliar o
entendimento sobre o efeito priméario dos bioterdpicos. Este efeito foi previamente citado por
Hahnemann (Organon 1996) com medicamentos homeopaticos e pesquisadores que avaliaram
0 uso de bioterapicos em animais para o tratamento de afeccbes inflamatorias (Mitidiero
2002, Barzon 2008). Além disso, pode propiciar a avaliacdo da efetividade do tratamento com
0 bioterdpico de R. microplus por meio do monitoramento do grau de salde nos animais
infestados com R. microplus. No presente ensaio foi realizada analise pareada no grupo 1l
antes e depois do inicio do tratamento com o bioterapico de R. microplus 6 CH e da infestacédo
larval.

Segundo Ceciliani et al. (2012) a concentracdo de haptoglobina menor que 10 mg/dL é
encontrada em bovinos sadios e acima destes valores é considerada resposta de fase aguda. Os
valores médios de haptoglobina sérica dos bezerros do grupo 1l no momento (-1) antes da
aplicacdo do bioterapico apresentaram-se dentro dos valores de normalidade para a espécie
bovina (5,47 mg/dL). Apés 24 horas da administracdo do bioterapico 6 CH por via oral e
antes da infestacdo por larvas de R. microplus (momento 0), os valores médios aumentaram
(11,82 mg/dL) e mantiveram-se acima dos valores normais por 48 horas demonstrando
resposta de fase aguda leve (Figura 21). Segundo Hahnemann no inicio do tratamento
homeopético o organismo sensivel pode induzir uma resposta devido a acdo primaria do
medicamento (Organon 1996) justificando o aumento de haptoglobina. Apds este periodo o0s

valores apresentaram tendéncia decrescente e mantiveram-se dentro da normalidade.
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Figura 21- Representacdo grafica dos valores médios obtidos para a haptoglobina sérica
(mg/dL) em bezerros submetidos ao tratamento oral com o bioterapico de R. microplus 6 CH

(GII) durante 41 dias, Belo Horizonte, 2012. O momento -1 é referente a0 momento antes da
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administracdo do bioterapico, 0 momento 0 apos 24h da administracdo do bioterapico e o
momento 1 corresponde a 24h apds a infestacdo com larvas .

No 21° dia apos a primeira infestacdo artificial, os bezerros do grupo Il apresentaram média
infestagdo por R. microplus (X= 40,66 fémeas ingurtidadas) e os valores médios de
haptoglobina foram os menores valores (3,58 mg/dL) obtidos durante o periodo avaliado. No
30° e 39° dias, os animais do grupo Il demonstraram baixa infestacdo de R. microplus (X=
9,33 e 2,33 fémeas ingurtidadas) e os valores de haptoglobina foram maiores
(respectivamente 8,25 mg/dL e 5,49 mg/dL) que no pico de infestagcdo, mas dentro dos valores
normais para a espécie bovina (Figuras 21 e 22). Nao foi encontrada diferenca significativa

entre os dias para os valores de haptoglobina sérica.
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Figura 22- Representacdo grafica comparativa entre as contagens de teledginas e os valores
médios de haptoglobina sérica (mg/dL) no 21°, 30° e 39° dias ap0s a infestacdo artificial por

R. microplus em bezerros do grupo 11, Belo Horizonte , 2012.

Os valores medios de al-glicoproteina acida sérica dos bezerros do grupo Il no momento
inicial foi 2,72 mg/dL e apds 24 horas da administracdo do bioterapico 6 CH por via oral e
antes da infestacdo por larvas de R. microplus, aumentaram (6,24 mg/dL) e mantiveram-se
abaixo deste valor nos demais dias de avaliacdo (Figura 23). N&o foram observadas diferencas
significativas entre os momentos avaliados.

Carvalho (2006) mensurou a al-glicoproteina acida por imunodifusdo radial em bovinos
holandeses e obteve valores menores que no presente ensaio (< 1,4 mg/dL), porém, a
diferencga de técnica impede comparagdes de resultados. Os valores de resposta aguda para a
al-glicoproteina &cida encontrados na literatura séo variados, Fagliari et al. (2007) descrevem
valores médios de resposta aguda de 29,9 a 41,5 mg/dL (35.7 + 5,8 mg/dL), em bezerros entre

6 a 12 meses, mesma faixa etaria utilizada no presente ensaio, Ceciliani et al. (2012) de 20 a
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45 mg/dL e Juliano et al. (2009) de 0 a 78,17 mg/dL bem acima dos valores encontrados
nestas analises, demonstrando auséncia de resposta de fase aguda com base nos valores

médios de al-glicoproteina acida.

(mg/dL)
=

IR N N\
o/ N NS

-1 0 1 2 5 7 10 15 21 30 39

tempo (dias)
Figura 23- Representacdo grafica dos valores médios obtidos para a al-glicoproteina &cida
sérica (mg/dL) em bezerros submetidos ao tratamento oral com o bioterapico de R. microplus
6 CH (GII) durante 41 dias, Belo Horizonte, 2012.

No 21° dia apds a primeira infestacdo artificial por larvas de R. microplus os valores médios
de al-glicoproteina acida demonstraram aumento (5,62 mg/dL) e decresceram no 30° (2,53

mg/dL) e no 39° (2,10 mg/dL) dias (Figuras 23 e 24), mas dentro dos parametros citados na

literatura.
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Figura 24- Representacdo grafica comparativa entre as contagens de teledginas e os valores
médios de al-glicoproteina &cida sérica (mg/dL) no 21° 30° e 39° dias apds a infestacdo

artificial por R. microplus em bezerros do grupo 1, Belo Horizonte, 2012.
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A transferrina sérica € uma proteina de fase aguda negativa, ou seja, sua producdo diminui
durante uma reacao de fase aguda (Gruys et al. 2005a), entretanto, sdo escassos os dados de
transferrina na espécie bovina. Mc Nair et al. (1998) descreveram valores de 200 a 280 mg/dL
(média 254 mg/dL) para bovinos sadios e animais com lesdes leves e severas de Haemophilus
sommus respectivamente de 190 mg/dL e 137 mg/dL. Por falta de dados de referéncia de
transferrina sérica na literatura para bovinos, os dados foram comparados com o valor médio
obtido no momento inicial (210,39 + 27,19 mg/dL). Foram observadas diferengas
significativas entre os dias -1 e 30; 5 e 21; 7 e 21; 5 e 30 apo6s a infestacdo artificial (Figura
25). As diferencas ocorreram devido a diminuicdo nos valores médios de transferrina sérica
no 21° e 30° dias (160,56 = 23,73 mg/dL e 142,41 + 65,76 mg/dL, respectivamente). O
decréscimo ocorreu no pico de infestacdo por R. microplus (infestacdo média), momento de
maior expoliacdo sanguinea devido a fase de ingurgitamento das teledginas, e continuou apos
0 pico de infestacdo, no 30° dia ap0s a infestacdo artificial (Figuras 25 e 26). Portanto, sugere-
se associacdo dos valores de transferrina com a infestacdo por R. microplus, visto que a
transferrina tem a principal funcdo de transportar ferro sérico. Convém ressaltar que 0s
valores médios de hemécias dos bezerros do grupo Il apresentavam-se dentro dos parametros

normais para a espécie em todos os momentos.
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Figura 25- Representacdo grafica dos valores médios obtidos para a transferrina serica
(mg/dL) em bezerros submetidos ao tratamento oral com o bioterapico de R. microplus 6 CH
(GII) durante 41 dias, Belo Horizonte, 2012.

Carvalho et al. (2008) também obtiveram diminui¢do nos valores de transferrina em bovinos
da raca Holandesa, mas apos altas infestagdes por R. microplus. A diferenca de técnica
utilizada pelos referidos autores ndo permitiu comparagéo dos valores de transferrina com o

presente ensaio.
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Figura 26- Representacdo grafica comparativa entre as contagens de teledginas e os valores
médios de transferrina sérica (mg/dL) no 21°, 30° e 39° dias ap0s a infestacdo artificial por R.

microplus em bezerros do grupo 11, Belo Horizonte , 2012.

Em relacdo a infestacdo por R. microplus, os bezerros holandeses com niveis médios e baixos
de infestacdo apresentaram valores normais de haptoglobina e al-glicoproteina &cida
demonstrando auséncia de resposta destas proteinas no 21°, 30° e 39° dias. Porém, os valores
de transferrina demonstraram resposta de fase aguda no 30° dia, ap6s média infestacdo por R.
microplus, demonstrando que essa proteina de fase aguda é sensivel e importante na avaliacéo
da salde de bovinos infestados por R. microplus e por isso uma possibilidade de utilizacdo em
testes de avaliacdo de eficacia de farmacos em bovinos para o controle de R. microplus.

Os valores médios e desvio padrao das proteinas de fase aguda estéo listados no ANEXO 5.

13.7 Microscopia Eletronica de Transmissao

No odcito de fémea ingurgitada de R. microplus do grupo controle (GI) houve predominio de
odcitos maduros de grau IV e V. Foi possivel observar estruturas preservadas, presenca da
lamina basal integra, invaginagdes da membrama plasmatica e deposicdo normal de cérion
mostrando as camadas de exocorion e endocérion (material eletrodenso) bem definidas. No
citoplasma foram visualizados granulos vitelogénicos grandes e bem desenvolvidos, granulos
vitelogénicos menores, mitocondrias (27A, 29A, 30A) e no estdgio IV poucos granulos
lipidicos (Figura 28A), corroborando os resultados de Saito et al. (2005) ao investigar o
aspecto ultraestrutural de ovéario de R. microplus.

O corion € a membrana responsavel pela preservacao estrutural dos odcitos do embrido e
protecdo contra choques mecanicos, dessecacdo (Wiggleswort 1946 citado por Quattropani &

Anderson 1969), predacdo e variaces de temperatura (Hinton 1981 citados por Saito et al.
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2005). No R. microplus o corion é produzido pelo préprio o0cito, cuja composicdo €
basicamente lipoproteica (Saito et al. 2005) e encontra-se depositado nos 00citos mais
desenvolvidos, dividindo-se em duas camadas, o exocdrion e o endocorion (Denardi et al.
2011).

Os resultados da microscopia eletrdnica do ovario de teledginas de R. microplus coletadas do
grupo tratado com bioterapico de R. microplus 6 CH (GII) demonstraram que houve alteracdo
na deposi¢do de cdrion com desorganizacdo dos componentes celulares do exocdrion (Figuras
27B, 29B e 30B) quando comparado com o grupo controle (Figuras 27A, 29A e 30A) e com 0
tratado com eugenol (Figuras 27C e 29C). Esses resultados sugerem interferéncia na
maturacao de o0citos e na reproducdo de R. microplus. Nesse grupo foi observado predominio
de odcitos em estagios imaturos grau Il e Il e grande nimero de granulos lipidicos
caracteristicos da fase de grau Il (Figura 28B) conforme Saito et al. (2005).

Nos od6citos de fémea ingurgitada de R. microplus do grupo tratado com eugenol 5% pour on
(GII) ndo foram observadas alteracdes ultraestruturais e houve predominio de odcitos IlI,
mas também foram encontrados odcitos Il e IV na mesma proporcdo. A lamina basal e a
membrana plasmaética apresentaram-se integras, o corion com deposi¢cdo normal e demais

estruturas preservadas (Figuras 27C e 29C).
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Figura 27- Eletromicrografias do odcito grau IV de fémea ingurgitada de R. microplus dos

grupos: A- controle (Gl), B- bioterapico de R. microplus 6 CH (GllI) e C- eugenol a 5% pour
on (GlII). LB = lamina basal, MP = membrama plasmatica, Co = cdrion (exo= exocdrion e
end= endocorion), C = citoplasma, GV = granulos vitelogénicos grandes, GV = granulos

vitelogénicos, M = mitocondrias, GL = granulos lipidicos, RER = reticulo endoplasmético

rugoso.

Figura 28- Eletromicrografias de odcitos de fémeas ingurgitadas de R. microplus A- odcito
grau IV do grupo controle, B- odcito grau Il do grupo bioterapico de R. microplus 6 CH. VG
= vesicula germinativa, GV = granulos vitelogénicos. Nota-se grande numero dos granulos
lipidicos (estruturas arredondadas brancas) no grupo bioterapico caracteristico dessa fase.
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Figura 29- Eletromicrografias de odcitos grau Il de fémea ingurgitada de R. microplus dos

grupos: A- controle (GI), B- bioterapico de R. microplus 6CH (GII) e C- eugenol a 5% pour

on (GIII). Nota-se desorganizagdo no cérion e mais especificamente no exocorion do Gll
(seta).

¥ : s B
Figura 30- Eletromicrografias de odcitos grau 1V de fémea ingurgitada de R. microplus dos
grupos: A- controle (GI) e B- tratado com bioterapico de R. microplus 6CH (GlII). Nota-se

evidente desorganizacao no cérion e mais especificamente no exocérion do Gl (seta).
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N&o foram realizados estudos prévios de avaliacdo de microscopia eletrbnica em fémeas
coletadas de animais tratados com bioterapicos. Este estudo sugere a acdo do bioterapico em

processos metabdlicos com énfase na reproducédo de R. microplus.

13.8 Avaliacéo de Bem-Estar Animal

O sistema de confinamento adotado foi considerado inerente ao objetivo do ensaio de avaliar
a eficacia de diferentes formulacGes para o controle de R. microplus em bovinos submetidos a
infestacdo controlada, garantindo a confiabilidade dos resultados, impedindo a reinfestacdo
ambiental e impedindo a autolimpeza dos animais. Neste sistema ha o comprometimento da
habilidade de expressar comportamento normal da espécie e de movimentagdo, entretanto
possibilita a manutencdo de um programa alimentar individual, inspecGes clinicas diérias,

esquema profilatico de doencas e higiene adequada das instalacdes.

13.8.1 Principio I- Alimentacéo e ingestao de agua

Os comedouros individuais possibilitaram a ingestdo de alimentos de forma adequada de
todos 0s grupos, visto que todos o0s animais demonstraram condicdo corporal satisfatoria. O
ganho de peso médio obtido para os grupos I, Il e 11l foi respectivamente de 33,33 K¢, 28,66
Kg e 34,33 kg. A recomendacdo do ganho de peso para bovinos da raca leiteira é de no
minimo 600 gramas por dia, portanto, durante o periodo experimental (42 dias), o ganho de
peso minimo de 25,2 kg foi obtido nos trés grupos, sem diferenca entre 0s mesmos.

Os bebedouros automaticos e em nimero de um para cada dois animais possibilitaram
ingestdo de 4gua adequada para todos 0s grupos.

No principio de bem-estar I, levando-se em conta os parametros escore corporal, comedouros,

bebedouros e ganho de peso médio ndo houve diferenca entre os grupos I, Il e I11.

13.8.2 Principio I1- Instalagdes e conforto térmico

Os bovinos das racas leiteiras possuem uma zona térmica considerada zona de conforto entre
a temperatura de 10°C a 21°C, na qual a temperatura do corpo se mantém constante com o
minimo de esfor¢o do sistema termorregulador e obtendo-se eficiéncia maxima de producéo e
reproducdo. Em uma maior amplitude de temperatura ambiente conhecida como zona

termoneutra, entre 24 a 26°C, os animais mantém a homeotermia por meio de trocas de calor
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com o ambiente, langcando médo dos mecanismos fisiologicos comportamentais e metabolitos.
(Pires et al. 2010). As temperaturas ambientais maximas registradas pelo termoémetro digital
colocado no galpéo, durante 27 dias do periodo experimental, foram abaixo de 26°C, 3 dias
abaixo de 27° C e 10 dias acima de 27°C nos ultimos dias do periodo experimental. Nesse
ultimo periodo de 10 dias foram intensificados os mecanismos de termorregulacdo dos
animais com o objetivo de evitar a producdo de calor enddgeno e dissipa-lo para o ambiente.
Apenas nos dias 38, 40 e 41 pela classificacdo do indice de temperatura e umidade (ITU) foi
observado indice de estresse calorico brando, com respiracdo taquipnéica em quatro animais
(5 e 13 do GlI, 32 do Gll e 26 do GlII), mas sem hipertermia demonstrando que o0s animais
mantiveram-se dentro da zona termoneutra (Tabela 12). Da mesma forma foram observados
0S mesmos sinais nos animais 5 e 13 (Gl) e 32 (Gll) no 42° dia. Para melhoria do conforto
térmico foram utilizados ventiladores e as instalagbes foram umidificadas e como nédo foi
observada hipertermia p6de-se concluir que o equilibrio foi mantido.

A maioria dos animais ndo apresentou ferimentos durante o periodo experimental em
decorréncia das instalacGes (tecnopatias) (Tabela 12). A claudicacdo é o principal problema
de bem-estar de bovinos leiteiros mantidos estabulados, indicando sempre que a condi¢do de
bem-estar é inadequada (Broom 2008), fato este ndo observado no presente ensaio.

Tabela 12- Percentagens obtidas para as alteracdes observadas no principio de bem-estar II,

com base nos critérios conforto térmico e tecnopatias de bezerros dos grupos I, 11 e 1.

Critérios de Alteracédo Percentagens (%)
bem-estar Gl Gll Gl
conforto térmico taquipneia 33,32 16,66 16,66
e tecnopatias hipertermia 0 0 0
ferimentos 0 16,66 16,66
(tecnopatias)
Somatdria 33,32 33,32 33,32
% sem 66,68 66,68 66,68
alteracdes

13.8.3 Principio I11- Boa saude e alteragdes no Sistema Tegumentar

O protocolo Welfare Quality foi elaborado para avaliar pontos criticos de bem-estar de gado

leiteiro mundialmente, entretanto, hd algumas diferencas importantes em relacdo ao cenario
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brasileiro. Uma delas € em relacdo ao critério de avaliacdo de lesbes dermatoldgicas como
indicadores ndo so de alteracBes patoldgicas, mas também de qualidade de instalacdes e a
relagdo do animal com o meio ambiente no qual se encontra inserido. O protocolo sugere a
identificacdo de lesbes como edema e alopecia associadas as instalagfes (Wechsler et al.
2000), mas ndo especificamente as lesbes causadas por carrapatos e nem as doencas
transmitidas pelo R. microplus. Outros protocolos descrevem a investigacdo de alteragdes
tegumentares em decorréncia de parasitos em geral como o Bristol Welfare Assurance
Programme (Leeb et al. 2004) e Welfare Assessment Protocol for Dairy Cows — QLK 5
(Rousing et al. 2000), mas néo especificamente para os carrapatos. Como a ocorréncia deste
ectoparasito € de aproximadamente 80% em bovinos no Brasil (Grisi et al. 2002) e causam
expressivos prejuizos econémicos, lesbes, desconforto e afeccdes (Francis 1966; Horn 1985;
Jonsson 2006), sugere-se a adaptacdo do protocolo Welfare Quality com a incluséo de novos
parametros referente aos carrapatos na avaliacdo de bem-estar animal no pais.

Todos os bezerros (100%) apresentaram prurido apds a infestacdo por larvas de 14 a 21 dias

de R. microplus e os animais com pelagem clara (13, 16, 23- Gl -50%; 4, 8, 21- GlI- 50% e 7,

12, 15- GllI- 50%) apresentaram hiperemia ao redor do local de fixagdo das ninfas e fémeas
adultas (Figura 31 e Tabela 13).

Figura 31- Hiperemia dérmica em bezerro do grupo I, caracteristica da reacdo inflamatdria
causada por metaninfas de R. microplus no 9° dia apos a infestagéo artificial.
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Apds o 34° dia do periodo experimental (20° dia apos a 3? infestacdo por larvas de R.
microplus), foram observadas lesdes crostosas nos testiculos do bezerro 3 (GI- 16,66%),
lesbes nodulares nos testiculos dos bezerros 2, 3 (Gl- 33,3%, Figura 32) e 1 (GlI-16,6%),
lesbes nodulares no pescoco do bezerro 23 (GllIl- 16,66%), 4 (Gll- 16,66%) e 14 (GllI-
16,66%), duas lesdes circulares, alopécicas e hiperémicas proximas a cauda do bezerro 7
(GllI- 16,66%), presenca de seborréia no pescoco dos bezerros 2 (Gl- 16,66%), 7 e 15 (GllI-
33,33%) e pelo opaco nos animais 12, 14 e 15 (Glll- 66,6%) em decorréncia de trés
infestacdes artificiais, uma por semana de R. microplus (Tabela 13).

Além destas alteracbes foi observado aumento de linfonodos em todos os animais ao final do

periodo experimental quando comparado com o periodo inicial.

Figura 32- Lesfes nodulares no testiculo de bezerro do grupo | no 37° dia apds a infestacdo
artificial por R. microplus.
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Tabela 13- Percentagens obtidas para as alteracdes observadas no principio de bem-estar IlI,

com base nas alteracdes do sistema tegumentar de bezerros dos grupos I, 11 e 11I.

Critério de Alteracéo Percentagens (%)
bem-estar Gl Gll Glll
I11- alteracdes prurido 100 100 100
do  sistema hiperemia dérmica 50 50 50
tegumentar lesGes na pele | nodulares 50 33,33 16,66
crostosas 16,66 16,66 0
alopécicas 0 0 16,66
pelo opaco 0 0 66,66
seborreia 16,66 0 33,33
Somatoria 233,32 199,99 266,64
% Média de alteracGes 46,66 39,99 53,32
% Média sem alteracGes 53,34 60,01 46,68

Com base nos resultados dos escores atribuidos ao critério I, alimentacdo e ingestdo de agua,
os grupos I, Il e 111 apresentaram bem-estar satisfatorio.

Os estressores ambientais podem afetar o desempenho, a salde e o bem-estar (Pinheiro &
Brito 2009), mas em relacdo ao critério Il, conforto térmico e tecnopatias (Tabela 13), os
grupos |, 11 e 11l apresentaram a mesma pontuacdo e o bem-estar foi considerado satisfatorio,
ressaltando que o sistema adotado foi o tie-stall e que 0 acesso ao pasto € um fator importante
para 0 comportamento e bem-estar dos bovinos leiteiros.

Em relacgdo ao critério 111, os animais do grupo Il demonstraram menor percentagem média de
alteracOes no sistema tegumentar (39,99%), seguidos pelo grupo | (46,66%) e por ultimo pelo
grupo Il (53,32%), demonstrando que o bem-estar foi melhor no grupo Il com base nas
alteracOes dermatoldgicas (Tabela 13). Os animais do grupo | constituiram o grupo controle e
ndo recebeu tratamento carrapaticida durante o periodo experimental (42 dias), o que justifica
as alteragOes observadas. E os animais do grupo Il receberam aplicagdo unica do eugenol
pour on no 21° dia apdés a primeira infestacdo e mostrou eficacia acaricida baixa com
necessidade de reaplicacdo a cada 15 dias, possivelmente esta tenha sido a causa de maior
comprometimento do bem-estar dos animais deste grupo. Entretanto, nos trés grupos foi
observada interferéncia e prejuizo do bem-estar em decorréncia do parasitismo por R.

microplus.
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Estes resultados demonstram a importancia da avaliagdo das alteracbes causadas pelo
carrapato R. microplus nos protocolos de bem-estar de bovinos que sdo mantidos em areas

endémicas deste ectoparasito, além da relevancia da realizacéo do controle do R. microplus.

14. CONCLUSAO

- O bioterépico de R. microplus 6 CH quando aplicado em bezerros artificialmente infestados
por R. microplus causou inibicdo parcial da eclodibilidade, desorganizacdo na deposicdo do
exocérion de odcitos durante a vitelogénese, sugerindo interferéncia na vitelogénese e na
reproducdo de R. microplus. Estudos por periodos prolongados devem ser realizados com a
utilizacdo do bioterapico de R. microplus 6 CH.

- O eugenol pour on, na concentragdo de 5% apresentou baixa eficécia, pouca interferéncia na
eficiéncia reprodutiva, e manteve a integridade de odcitos de R. microplus a microscopia
eletronica de transmiss&o.

- O bioterdpico de R. microplus 6 CH administrado a bezerros sem prévio contato com
carrapatos mostrou eficacia baixa, porém crescente, sendo maior na Ultima semana
tratamento.

- O tratamento com eugenol 5% pour on ndo causou alteraces eritrocitarias, leucocitarias
nem efeitos deletérios a funcéo hepatica e renal de bezerros.

- Os bezerros tratados com o bioterdpico de R. microplus 6 CH por via oral apresentaram
resposta de fase aguda durante 48 horas apos o inicio do tratamento e leucocitose durante o
periodo experimental diferentemente do grupo controle, sugerindo acdo primaria do
bioterapico. Apresentaram valores normais para haptoglobina e al-glicoproteina acida no 21°,
30° e 39° dias ap06s a infestacdo por R. microplus e diminuicdo nos valores de transferrina no
30° dia apos a infestacdo artificial, demonstrando resposta de fase aguda ap6s niveis médios
de infestacdo por R. microplus.

- Os animais dos trés grupos apresentaram interferéncia no bem-estar em decorréncia do
parasitismo por R. microplus e 0 grupo que apresentou menor percentagem de alteracdes no

sistema tegumentar foi o grupo tratado com o bioterapico de R. microplus 6 CH.
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15- CONSIDERACOES GERAIS

- O bioterapico 30 DH (fémeas ingurgitadas) aplicado por via SC semanalmente em bezerros
sem prévio contato com carrapatos e submetidos a infestacdo artificial, demonstrou eficacia
média de 30,1% ap0s seis aplicacoes.

- O bioterapico 6CH (fémeas ingurgitadas, larvas e ovos) administrado por via oral
diariamente a bezerros naturalmente infestados, demonstrou eficacia média de 33,06% apos 7
dias de tratamento, semelhante ao bioterapico 30 DH .

- O bioterapico 6 CH (fémeas ingurgitadas, larvas e ovos) administrado por via oral a bezerros
sem prévio contato com carrapatos e submetidos a infestacdo artificial, demonstrou menor
eficadcia média de 12,31% apds 42 dias de tratamento, ressaltando que na Gltima semana de
tratamento a eficacia media foi 32,53%.

- A eficiéncia do bioterapico 6 CH administrado por via oral, uma vez ao dia a bezerros
naturalmente infestados foi de 56,35% no 7° dia de tratamento. Engquanto o mesmo
bioterapico, administrado duas vezes ao dia, a bezerros sem prévio contato com carrapatos,
mostrou eficiéncia de 45,9% no 37° dia de tratamento.

- Os bezerros naturalmente infestados e tratados com o bioterdpico 6 CH por via oral,
demonstraram resposta maior e em menor tempo que os animais artificialmente infestados
sem contato prévio com carrapatos. Estudos detalhados devem ser realizados para comprovar
este fato.

- A fase de desenvolvimento do carrapato R. microplus empregada como matéria-prima no
processamento do bioterdpico sugere influenciar no efeito do bioterapico.

- A mensuracdo da transferrina pode auxiliar na avaliacdo da eficacia de quimioterapicos para
o controle do R. microplus.

- A associacdo do bioterapico de R. microplus e do eugenol pour on para o controle do R.
microplus podem atuar de forma complementar, por apresentar mecanismos de agéo
diferentes.

- Como perspectivas futuras, melhorias na formulacdo do bioterapico MV 6 CH e estudos a
campo por tempo prolongado devem ser realizados, por tratar-se de um medicamento que
apresenta as vantagens de ndo contaminar o leite e a carne, nem causar impacto ambiental. Da
mesma forma, o eugenol pour on na concentragdo 30% deve ser investigado em bovinos, pois
apresentou alta eficacia contra larvas e fémeas ingurgitadas nos testes in vitro e importante
potencial para a formulacdo de produto ecologicamente adequado no controle de R.

microplus. Estudos bioquimicos e toxicoldgicos devem ser realizados.
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17. ANEXOS

ANEXO 1

Técnica de preparo do bioterdpico 30 DH (conforme a Farmacopeia Homeopatica Brasileira,
2011)

01. Dividir a quantidade total de lactose a ser utilizada, em 3 partes iguais. Uma terca parte de
lactose sera colocada em gral de porcelana e triturada para tapar os poros do gral.

02. Sobre este terco de lactose, colocar uma parte do insumo ativo a ser triturado, obedecendo
a escala decimal.

03. Homogenizar com espatula de porcelana ou de aco inox.

04. Triturar, vigorosamente, durante 6 minutos.

05. Raspar, com espatula de porcelana ou de aco inox, o triturado aderido ao gral e ao pistilo,
durante 4 minutos, homogenizando-o.

06. Triturar, vigorosamente, durante 6 minutos, sem acrescimo de lactose.

07. Raspar o triturado durante 4 minutos.

08. Acrescentar a segunda terca parte de lactose.

09. Triturar, vigorosamente, durante 6 minutos.

10. Raspar o triturado durante 4 minutos.

11. Triturar, vigorosamente, durante 6 minutos, sem acréscimo de lactose.

12. Raspar o triturado durante 4 minutos.

13. Acrescentar o Gltimo terco de lactose.

14. Triturar, vigorosamente, durante 6 minutos.

15. Raspar o triturado durante 4 minutos.

16. Triturar, vigorosamente, durante 6 minutos.

17. Raspar o triturado durante 4 minutos.

18. Este triturado sera acondicionado em frasco bem fechado e protegido da luz solar direta,
recebendo o nome da substancia medicinal e a designacdo de primeiro triturado: 1/10,
denominado bioterapico de R. microplus 1 DH trit.

19. Para obteng&o do segundo triturado, 1/100, usar como insumo ativo 1 parte do primeiro
triturado, para 10 partes de lactose (escala decimal) repetindo-se o procedimento anterior
(itens 3a 17).
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20. Este triturado sera acondicionado em frasco bem fechado e protegido da luz solar direta,
recebendo o nome da substancia medicinal e a designacdo de segundo triturado: 1/100,
denominado bioterapico de R. microplus 2 DH trit.

21. Para obtencéo do terceiro triturado, 1/1000, usar como insumo ativo 1 parte do segundo
triturado, 10 partes de lactose (escala decimal) repetindo-se o procedimento anterior (itens 3 a
17).

22. Este triturado seré acondicionado em frasco bem fechado e protegido da luz solar direta,
recebendo o nome da substancia medicinal e a designagdo de terceiro triturado: 1/1000,
denominado de bioterapico de R. microplus 3 DH trit.

23. No caso de trituracdo na escala decimal (D ou DH), para obtencdo das trituracGes
subseqlientes, repetir o procedimento anterior até a obtencdo da 6a trituracdo (itens 3 a 17).

24. Para solubilizar a 6a trituragdo DH, dissolver 1 parte da trituracdo em 80 partes de dgua
destilada. Completar com 20 partes de alcool 96% (V/V) e sucussionar 100 vezes, obtendo
assim, a 7 DH em solucdo hidroalcodlica a 20% (p/p). A preparagdo com este grau de
dinamizacdo ndo sera estocada. As demais dinamizacdes sdo preparadas em solucdo aquosa

para dispensar e assim sucessivamente até a 302 poténcia (30 DH).
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ANEXO 2

Técnica de preparo do bioterdpico 6 CH (conforme a Farmacopeia Homeopética Brasileira,
2011)

1. Colocar em cada frasco, volume de insumo inerte na proporcéo indicada, conforme escala
centesimal.

3. Acrescentar no 1° frasco 1 parte do ponto de partida (tintura-mae) em 99 partes do insumo
inerte (alcool 70%). Sucussionar 100 vezes. Obtendo-se-se assim a 1 CH.

4. Transferir para o 2° frasco 1 parte da 1 CH em 99 partes do insumo inerte. Sucussionar 100
vezes. Obtendo-se assim a 2 CH.

5. Transferir para o 3° frasco 1 parte da 2 CH em 99 partes do insumo inerte. Sucussionar 100
vezes. Obtendo-se assim a 3 CH.

6. Proceder de forma idéntica para as preparacdes subsequentes até atingir a dinamizacdo 6

CH. Na dltima diluicdo foi utilizado o alcool 30% para a dispensacao.
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ANEXO 3

Solugdes e reveladores para cromatografia em camada delgada de silica (CCD)

Reagente Lieberman-Burchard: Adicionaram-se 2 gotas de acido sulfurico concentrado a

10 mL de anidrido acético.

Solucdo metandlica de cloreto de aluminio hexahidratado a 12% m/v: dissolveram-se 12
g de cloreto de aluminio hexahidratado em baldo volumétrico de 100 mL, utilizando metanol

para dissolver e completar o volume do baléo.
Solucéo de cloreto férrico a 2% m/v: dissolveram-se 2 g de FeClz em 100 mL de etanol.

Solucéo de hidréxido de potéssio a 5% m/v: dissolveram-se 5 g de KOH em 100 mL de
etanol.

Solucéo de hidroxido de potassio a 10% m/v: dissolveram-se 10 g de KOH em 100 mL de
etanol.

Reagente de Dragendorff e solugdo de nitrito de sodio. Dissolveram-se 1,7 g de nitrato de
bismuto (II1) e 20 g de &cido tartarico em 80 mL de agua (solucdo A). Posteriormente,
dissolveram-se 16 g de iodeto de potassio em 40 mL de &gua (solucdo B). Misturaram-se,
entdo, partes iguais das solucdes A e B. Para preparo da solucdo de nitrito de sédio, 5 g de
NaNO, foram solubilizadas em 100 mL de agua. Para revelacdo das placas primeiramente era

borrifado o Reagente de Dragendorff, seguido pela solu¢do de NaNO,.
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ANEXO 4

Tabela 14- Valores médios obtidos para atividades sericas da fosfatase alcalina (U/L),

aspartato aminotransferase (U/L), ureia (mg/dL) e creatinina (mg/dL) em bezerros submetidos

ao tratamento topico com o eugenol a 5% (GlI1), Belo Horizonte, 2012.

Tempo apoés Fosfatase Aspartato Ureia Creatinina
tratamento (dias) alcalina aminotransferase
0 166,8 + 48,24 75,37 £ 8,55 15,46 +4,50 | 1,45+ 0,27
2 121,8+51,84 | 96,35+ 32,40 10,43 +4,08 | 1,26 + 0,57
4 140,7 + 28,48 82,40 £ 9,90 8,30+197 | 148+0,22
6 156,1 + 25,25 78,75+ 8,76 10,57+ 7,66 | 1,63+0,11
9 136,3 +55,59 | 62,82 +12,53 7,43+£3,65 | 1,07+0,49
18 2119 + 28,41 93,26 £ 9,55 8,712+2,42 | 154+0,19
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ANEXO 5

Tabela 15- Valores médios obtidos para a haptoglobina (mg/dL), al-glicoproteina &cida

(mg/dL) e transferrina (mg/dL) séricas em bezerros submetidos ao tratamento com o

bioterapico de R. microplus MV 6 CH (GlI), Belo Horizonte, 2012.

Tempo apos Haptoglobina al-glicoproteina Transferrina
Tratamento (dias) acida
-1 5,47 +7,92 2,72+1,30 210,4 + 27,19
0 11,82 + 8,70 6,24 + 2,37 198,2 + 83,09
1 11,47+ 7,73 5,35+ 2,67 186,0 + 60,01
2 11,30 + 10,12 2,22+191 204,4 + 16,61
5 9,99+6,73 3,21+ 3,65 243,7 + 45,46
7 9,10+ 7,55 4,49 + 272 228,7 + 29,90
10 9,89 + 8,47 1,78+ 1,38 205,5 + 63,38
15 5,27 £ 6,14 2,719+0,74 213,4 + 27,76
21 3,58 +2,81 5,62+4,01 160,6 + 23,73
30 8,55+ 8,78 253+1,72 142,4 + 65,76
39 5,49 £ 6,27 2,10+181 180,2 + 19,61
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