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RESUMO

O principal método de controle do carrapato bovino Boophilus microplus é o uso de carrapaticidas
sintéticos. Entretanto, o rdpido desenvolvimento de resisténcia ao principio ativo, os riscos de
residuo nos produtos de origem animal e a contaminacdo ambiental tem incentivado a busca por
fontes alternativas de controle desse parasita. Dentro desse contexto, o uso de fitoterapicos aponta
como uma alternativa no controle do carrapato, podendo reduzir os impactos econdmicos e
ambientais ao uso de produtos quimicos sintéticos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar “in
vitro” o efeito dos 6leos essenciais de capim-salsar (Cymbopogon winteranius Jowitt) e priprioca
(Cyperus articulatus L.), substancias quimicas isoladas do timb6 (Derris nicou; Derris urucu):
rotenona, rotenolona e deguelina e dleos de andiroba (Carapa guianensis Aublet.) e nim
(Azadirachta indica A. Juss.), no controle do carrapato. As pesquisas foram desenvolvidas nas
instalacdes da Unidade de Pesquisa Animal “Sen. Alvaro Adolpho”, da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria — Embrapa Amazonia Oriental, no municipio de Belém, estado do Pard, no
periodo de margo a julho de 2008. As fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus foram colhidas
manualmente, de bovinos naturalmente infestados, em propriedade particular localizada a uma
hora de Belém. Apés a coleta, foram transportadas para o laboratério em vasilhames plasticos,
identificados, limpos e aerados. No laboratério, foram lavadas em dgua corrente, secas em papel
absorvente e pesadas em balanca analitica (precisao de 0,0001g). A metodologia utilizada foi a
imersdo de teledginas por tempo de cinco minutos. Apds a imersdo, os carrapatos foram secos em
papel absorvente, fixados em placas de Petri e mantidos em temperatura ambiente para realizacao
da postura. Durante todo periodo experimental a temperatura e umidade relativa do ar em
laboratério foi aferida com auxilio de um termohigrometro. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado. Os percentuais de mortalidade de fémeas ingurgitadas de
B. microplus ,no dia 5 e 15, variaram de: 45% a 90%; 37% a 90% e 60 a 90%; 60% a 90%, para
capim-salsar e priprioca, respectivamente. Os resultados referentes a postura ndo evidenciaram
diferenca estatistica entre as concentracdes 2% e 10%, em relacdo ao controle (dgua + etanol).
Entretanto, houve diferenca na concentracdo 50%, tanto para capim-salsar quanto priprioca. Para
capim-salsar, nesta concentra¢do, foi observada postura de ovos inférteis. Com relacdo aos
percentuais de eficiéncia do produto, os valores obtidos foram de: 100%; 95,63%; 98,77%; 100%
e 99,30%; 96,97%; 99,85% e 100%, para os efeitos do 6leo essencial de capim-salsar e priprioca

nas concentracdes 2%, 5%, 10%, 50%, respectivamente. As taxas de mortalidade, no dia 5,



variaram de 37% a 41%, 49% a 64% e 52% a 41% para rotenona, rotenolona e deguelina, da
menor para maior concentracdo, respectivamente. Todas as substincias testadas apresentaram taxa
de mortalidade significativamente maior do que as obtidas pelo grupo controle (dgua + etanol). Os
melhores resultados de percentual da postura foram de 49% e 26% para rotenona e deguelina a
200ppm, respectivamente e 34% para rotenolona a 100ppm. Os percentuais de efici€éncia nos
testes com rotenona foram de 95,24% e 98,68%, para rotenolona da ordem de 97,29%; 98,08 %;
100% e deguelina 95,45%; 98,23% e 100%, em 100ppm, 200ppm e 300ppm, respectivamente.
Para andiroba e nim, o percentual de mortalidade foi observado no dia 15 e demonstrou um
comportamento natural do ciclo bioldgico dos carrapatos, pois ndo houve diferenca estatistica
significativa entre o controle (dgua + etanol) e os tratamentos nas diferentes concentragdes. Para
andiroba e nim a maior eficiéncia obtida foi de 98,01% e 100%, na concentracao de 50%,

respectivamente.

Palavras-chave: Azadirachta indica AJuss., Carapa guianenesis Aublet., Derris spp., 6leo

essencial, Boophilus microplus.



ABSTRACT

The main method of controlling the cattle tick Boophilus microplus is the use of chemical
acaricides during the parasite phase. However, the intense use of this method is causing economic
damage and promoting the rapid selection of resistant ticks. Besides the risk of residues in milk,
in meat and environmental contamination. Within this context, the use of herbal points out as an
alternative to control the tick and can reduce the economic and environmental impacts of the use
of synthetic chemicals. On this way, the purpose of this study was to evaluate "in vitro" the effect
of essential oils of grass-salsa (Cymbopogon winteranius Jowitt) and priprioca (Cyperus
articulatus L.), chemicals isolated substances from timbé (Derris nicou; Derris urucu): rotenone,
rotenolone and degueline and Andiroba’s oil (Carapa guianensis Aublet.) and neem (Azadirachta
indica A. Juss.) in the control of ticks. The searches were conducted on the premises of the
Animal Research Unit "Sen. Alvaro Adolpho, of "the Brazilian Enterprise for Agricultural
Research - Embrapa Eastern Amazon, in the city of Belém, state of Pard, in the period from
March to July of 2008. The engorged females of Boophilus microplus were collected manually,
from naturally infected cattle on private property located within an hour of Belém. After
collection, they were transported to the laboratory in plastic containers, marked, cleaned and
aerated. In the laboratory, they were rinsed in running water, dried on absorbent paper and
weighed on analytical balance (accuracy of 0.0001 g). The methodology used was the immersion
of teleogines by time of five minutes. After soaking, the ticks were dried on absorbent paper, set
in petri dishes and kept at room temperature for completion of the posture. Throughout the trial
period the temperature and relative humidity was measured in the laboratory using a
termohigrometer. The experimental design used was completely randomized. The percentage of
mortality of engorged females of B. microplus, on 5 and 15, varied: 45% to 90%, 37% to 90% and
60 to 90%, 60% to 90% for grass-salsa and priprioca respectively. The results for the stance
showed no statistical difference between the concentrations 2% and 10% on the control (water +
ethanol). However, there was a difference in the concentration 50% for both grass-salsa as
priprioca. For grass-salsa, this concentration was observed egg laying infertile. Regarding the
percentage of efficiency of the product, the values obtained were: 100%; 95.63%, 98.77%, 100%
and 99,30%, 96,97%, 99,85% and 100% to the effects of essential oil of salsa and grass-priprioca
concentrations 2%, 5%, 10%, 50%, respectively. Mortality rates, on the 5t , ranged from 37% to

41%, 49% to 64% and 52% to 41% for rotenone, rotenolone and degueline from low to high



concentration, respectively. All substances tested showed significantly higher mortality rate than
those obtained by the control group (water + ethanol). The best results were posture of percentage
of 49% and 26% for the rotenone degueline and 200ppm, respectively and 34% for rotenolone at
100ppm. The percentage of efficiency in tests with rotenone were 95.24% and 98.68% for
rotenolone the order of 97.29%, 98.08%, 100% and degueline 95.45%, 98.23% and 100 %, from
100ppm, 200ppm and 300ppm, respectively. To andiroba and neem, the percentage of mortality
was observed on 15 and has a natural behavior of the life cycle of ticks because there was no
statistical difference between the control (water + ethanol) and treatments in different
concentrations. To andiroba and neem the higher efficiency obtained was 98,01% and 100%, at

concentration 50%, respectively.

Keywords: Azadirachta indica A.Juss., Carapa guianenesis Aublet., Derris spp., essential oil,

Boophilus microplus.
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1. INTRODUCAO

O principal problema a impor limitacdes ao desenvolvimento da atividade pecudria
nas regides tropicais sdo, sem duvida, os agentes bidticos. Nessas dreas, t€m merecido
destaque, pelos prejuizos econdmicos e bioldgicos que causam, as parasitoses que atacam os
bovinos, com especial destaque para os carrapatos (SILVA; SOBRINHO; LINHARES, 2000).
O controle desses agentes é de fundamental importancia para o bom desempenho da atividade
pecudria quer em bases produtivas quer em biolégica (CHARLES; FURLONG, 1992).

A pesquisa com plantas medicinais tem se intensificado com o objetivo de serem
descobertas novas e importantes moléculas com potencial de uso nas mais diferentes areas de
interesse da humanidade. O conhecimento tradicional tem sido uma importante fonte de
inspiracdo dessas investigacdes. O uso medicinal associado as plantas € significativamente
maior nos paises de Terceiro Mundo, especialmente naqueles que possuem florestas tropicais
extensas, como € o caso do Brasil (FAZOLIN et al., 2006).

Exemplos de plantas com potencial de uso como biocida sdao encontrados em
diferentes trabalhos como os de Martins (2006), Pereira ¢ Famadas (2004) e Prates et al.
(1993). Moragas e Schneider (2003) referem o termo biocida como, tecnicamente, mais
indicado para representar as substancias que agem no controle de organismos nocivos.

O carrapato Boophilus microplus é um artrépode hematéfago que pertence a familia
Ixodidae. E denominado de carrapato duro, devido 2 presenca de rigido escudo quitinoso que
cobre toda a superficie dorsal do macho adulto. Na fémea, esse escudo se estende por uma
pequena drea, para permitir a dilatacdo do abddomen que ocorre apds a alimentacdo. Esse
parasita € origindrio da Asia e foi introduzido no Brasil no século XVI (LABRUNA; LEITE;
OLIVEIRA, 1997).

Recentemente, apds varios estudos morfologicos e moleculares dos géneros
Rhipicephalus e Boophilus, baseados na filogenia, Murrel e Barker (2003) redefiniram a
nomenclatura o que tornou Boophilus subgénero de Rhipicephalus (NIJHOF et al., 2007). No
entanto, o presente estudo vai referir-se ao Boophilus como género.

O controle efetivo de parasitas utilizando-se produtos quimicos convencionais tem
encontrado dois grandes problemas: o desenvolvimento acelerado da resisténcia ao principio
ativo e os residuos nos produtos de origem animal, que t€m provocado preocupacdo na

sociedade e 6rgdos governamentais. Assim, os produtos organicos e com eles, a agricultura
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organica, t€ém conquistado espaco na agropecudria, indicando forma de uso, isolada ou
associada, de substancias naturais que geram produtos com menos residuos e mais valorizados
no mercado (CHAGAS, 2004 ).

O Brasil possui aproximadamente 55.000 espécies de plantas e € considerado o pais
com o maior nimero de espécies no mundo. Entretanto, estudos sobre possiveis efeitos
terapéuticos dessas plantas ainda sdo escassos. Poucas informagdes sao conhecidas sobre a
composi¢do quimica de 99,6% das plantas da flora do Brasil (HEIMERDINGER, 2005).

Dentro dessa perspectiva, a biodiversidade Amazonica oferece excelente oportunidade
para incrementar as pesquisas, possibilitando a ciéncia a descoberta de novos e eficientes
compostos, os quais poderdo originar produtos mais especificos e menos prejudiciais ao meio

ambiente e a vida do que os sintéticos em uso para o controle desse ectoparasita.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

» Identificar atividade biocida, para o controle do carrapato bovino (Boophilus
microplus) em espécies vegetais possibilitando o seu aproveitamento em sistemas

organicos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar a atividade potencial de plantas da flora amazonica e exética, visando seu

uso em estratégia de controle do carrapato em bovinos.

» Avaliar a atividade biocida de Oleos essenciais, substincias quimicas e Oleos de

plantas sobre o carrapato Boophilus microplus.

» Determinar a eficiéncia das substancias rotenona, rotenolona e deguelina, no controle

do carrapato bovino.
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3. HIPOTESE

Os Oleos essenciais de capim-salsar (Cymbopogon winteranius Jowitt) e priprioca
(Cyperus articulatus L.), 6leos de andiroba (Carapa guianensis Aublet.) e nim (Azadirachta
indica A. Juss) nas concentragdes 2%, 5%, 10% e 50%, bem como os principios ativos do
timb6 (Derris nicou, Derris urucu): rotenona, nas concentracoes 100ppm e 200ppm,
rotenolona e deguelina, nas concentragdes 100ppm, 200ppm e 300ppm, sdo eficientes no

controle do carrapato bovino Boophilus microplus.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. O CARRAPATO

S@o conhecidas cerca de 800 espécies de carrapatos no mundo, divididas em trés
familias: Ixodidae, Argasidae e Nuttallielidae (LABRUNA et al., 2002). Apenas 10% das
espécies sdo consideradas de importancia médico-veterindria, envolvidas na epidemiologia de
doencas de humanos e animais. Os carrapatos transmitem maior variedade de agentes
infecciosos do que qualquer outro grupo de artrépodes hematéfagos (ALBUQUERQUE,
2007).

O carrapato Boophilus microplus é um ectoparasita hematéfago origindrio da Asia,
cujo principal hospedeiro é o bovino. Encontra-se amplamente distribuido nos grandes
rebanhos bovinos da América, Africa, Asia e Oceania entre os paralelos 32°N e 32°S (Figura
1), sendo um dos principais parasitos que afetam a pecudria dessas areas (LEAL; FREITAS;
VAZ, 2003), causando grandes perdas econdmicas, estimadas em mais de 80% do rebanho

bovino mundial (SILVA et al., 2005).

Figura 1. Representagéo da distribui¢do mundial do carrapato bovino, 2007.
Fonte: Adaptado: http://pt.wikipedia.org/wiki/Mapa-m%c3%Bandi.
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No Brasil, onde todo territério é potencialmente favordvel a sua sobrevivéncia
(SANTAREM; SARTOR, 2003), foram identificadas 55 espécies, divididos em seis géneros
da familia Ixodidae e quatro géneros da familia Argasidae (GUIMARAES; TUCCI,
BARROS-BATESTI, 2001; ARAGAO & FONSECA, 1961).

4.1.1. Classificacao

A classificagao sistematica do Boophilus microplus esta descrita na Quadro 1.

Posicdo Sistematica Autor
Classe: Arachnida Lamarck,1802
Ordem: Parasitiformes Renter, 1909
Familia: Ixodidae Murray, 1887
Género: Boophilus Canestrini, 1887

Quadro 1. Classificacdo sistematica do Boophilus microplus . Fonte: Adaptado Andreotti, 2002.

O corpo das espécies representantes da familia Ixodidae € recoberto por uma grande
placa dorsal quitinosa denominada escudo, que pode ter a superficie ornamentada por

manchas, depressoes e desenhos (REY, 1973).

Murrel e Barker (2003), com base em estudos morfoldgicos e moleculares dos
géneros Rhipicephalus e Boophilus, e a interpretacdo de resultados de técnicas de biologia
molecular referem similaridades entre esses dois géneros e revelam que o primeiro nao € uma
linhagem monofilética, ou seja, possui algumas espécies mais proximas aquelas do género
Boophilus que as outras de mesmo género. Assim, com base na filogenia, redefiniram a

nomenclatura, o que tornou Boophilus um subgénero de Rhipicephalus .

Caeiro (2006) discorda, por ainda inconcludentes, das propostas apresentadas por
autores que se baseiam em interpretagdes de resultados que as técnicas de biologia molecular
revelam, pois ndo considera que esses resultados se sobrepdem as caracteristicas morfolégicas
definidas para os géneros Rhipicephalus e Boophilus, desde mais de uma centena de anos
conhecidos e admitidos pela solidez dos trabalhos. Sobretudo do ponto de vista biolégico,

onde as espécies do género Boophilus completam seu ciclo vital em apenas um hospedeiro,
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enquanto as espécies do género Rhipicephalus completam em dois ou trés hospedeiros.
Assim, o autor considera que filogeneticamente, Boophilus e Rhipicephalus sao proximos, no
entanto, devido as caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas que os definem, ndo permite que o

primeiro seja considerado subgénero do segundo.

4.1.2. Ciclo Biolégico

O carrapato do boi, Boophilus microplus, € um parasita monoxeno, isto é, depende de
apenas um hospedeiro em seu ciclo de vida, em especial os bovinos (LOUZADA; DAEMON,
2003). Porém, outras espécies como: ongas, preguicas, cangurus, coelhos, caes, gatos, porcos,

podem comportar-se como hospedeiro (ROCHA et al., 1969).

O seu ciclo de vida apresenta duas etapas distintas: uma fase parasitdria, durando um
periodo médio de 22 dias, caracterizando-se por apresentar evolu¢des morfoldgicas sobre o

hospedeiro, em que sao discerniveis os estddios de larvas, ninfas e adultos (Figura 2).

Andveotti & Malavasi, Piza 2001

Figura 2. Esquema simplificado do ciclo de vida do carrapato Boophilus microplus.
Fonte: Andreotti, 2002.
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E outra fase ndo parasitdria, ou de vida livre, que se inicia com a queda da fémea
ingurgitada (teledgina) ao solo, e dura cerca de 32 dias, dependendo das condi¢des climaticas
(Quadro 2) (GONZALES, 1993). Nessa ultima fase o carrapato ndo se alimenta, sobrevivendo
apenas de suas reservas (FARIAS, 1995).

Fase de vida livre
Periodo Duracdo
Pré-postura 3 dias
Postura 15 dias
Eclosdo 7 dias
Larva infestante 7 dias

Quadro 2. Média da duracdo dos diferentes periodos na fase de vida livre do carrapato Boophilus microplus.
Fonte: Adaptado Gonzales, 1993.

A fémea ingurgitada de B. microplus, assim que se desprende do hospedeiro e cai ao
solo, procura abrigo, pelo menos parcial, contra a luz solar direta, em resposta ao fototactismo
negativo, para a realizacao da postura. Uma vez que a teledgina ndo possui ainda seus ovarios
maduros € requerido algum tempo para o desenvolvimento dos mesmos, producdo e
maturagdo dos ovos e sua passagem pelos ovidutos. Denomina-se periodo de pré-postura o
intervalo de tempo decorrido desde a queda da fémea ingurgitada até a expulsdo do primeiro
ovo (PEREIRA, 1980).

Em condi¢des adequadas de temperatura, 27°C, e umidade relativa do ar, mais de
70% (FARIAS, 1995), a teledgina inicia postura trés dias apds sua queda ao solo, com
periodo de postura em torno de 15 dias. Seis dias apds a eclosdo, a larva estd pronta para subir
nas pastagens por geotropismo negativo, localizando o hospedeiro pelo odor, pelas vibracdes,
pelo sombreamento, pelo estimulo visual e pelo gradiente de concentracao de CO2 e alcancar
o hospedeiro. A larva, ao entrar em contato com o bovino, fixa-se em regides do corpo do
hospedeiro que favorecem seu desenvolvimento, tais como: Ubere, mamas, regides perineal,
perianal, vulvar e entrepernas. Essas regioes preferenciais de fixacdo sdo determinadas em
funcdo da espessura e vascularizacdo da pele, bem como pela dificuldade de acesso as
lambidas do hospedeiro (ANDREOTTI, 2002).

A fase parasitdria se inicia com a fixacdo das larvas no hospedeiro. Apds a fixacao,
as larvas alimentam-se de plasma e sofrem metamorfose ou muda, originando as ninfas (8° dia

de fixacdo) (FARIAS, 1995). O instar larval que alberga a ninfa ¢ denominado metalarva
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(2°dia). As ninfas fixam-se no hospedeiro e realizam o respasto sanguineo. O instar ninfal que
estd prestes a fazer a muda para originar o instar sexuado macho ou fémea é denominado
metaninfa. H4 metaninfas pequenas e grandes. As pequenas originam os machos, neandros,
que rapidamente se quitinizam e vao em busca das fémeas. Os machos sexualmente maduros
sd0 denominados de gonandros. As metaninfas grandes originam fémeas, nedginas, que
imediatamente se fixam no hospedeiro e iniciam o repasto sanguineo. A fémea semi-
ingurgitada é denominada paratendgina e a completamente ingurgitada tele6gina (21° dia de
fixacdo) (FORTES, 1997).

A fémea, durante os seis primeiros dias de fixacao, ingere apenas 3,8uL. de sangue,
porém, nos momentos que antecedem sua queda (24 horas), a ingestdo atinge valores de
aproximadamente 300 a S00uL (TATCHELL; CARNELL; KEMP, 1972), podendo aumentar
seu peso em até 200 vezes (NUNES, 2006). Ao desprender-se do bovino a teleégina morre

apos ter completado a postura (FREITAS, 1982).

4.1.3. Importancia Economica

Entre os ectoparasitas que acometem os bovinos, os carrapatos sdo os de maior
importancia econdmica (MATTOS et al., 2006), sdo vetores da Tristeza Parasitdria Bovina
(TPB) que causa grandes prejuizos a pecudria bovina Kessler e Schenk (1998 apud
RENGIFO; BOTTEON; SILVA, 2006). A baixa producdo se deve ao fato de que os agentes
da TPB provocam destruicao massiva das hemdcias, levando a um quadro de anemia intensa

com recuperagao lenta (FARIAS, 1995).

Este extraordindrio sucesso dos carrapatos de agir como vetores de microrganismos
se deve as -caracteristicas biolégicas que apresentam, dentre as quais destacam-se:
hematofagismo em todas as fases do desenvolvimento; fixagdo profunda nos hospedeiros, o
que dificulta sua remocgdo; ingurgitamento lento, havendo tempo para inocular patdégenos;
adaptacdo a diferentes espécies de hospedeiros; longevidade nos ambientes, propiciando
tempo para multiplica¢do de patégenos (NUNES, 2006).

Virios autores como Grisi et al. (2002), Cobon e Willandsen (1990 apud MARTINS,

2006), Horn (1987), referem estimativas de perdas econdmicas com essa parasitose no Brasil,
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Austrélia, América Central e do Sul, respectivamente. No Brasil, o agronegécio tem sido um
dos grandes alicerces da economia representando em torno de 27% do Produto Interno Bruto
Brasileiro. Desses a agricultura participa com aproximadamente 71% e a pecudria com 28%
(KARAM, 2007). O impacto econdmico desse ectoparasita na América do Sul foi avaliado. O
Brasil apresentou perdas de 2,5 milhdes de cabecgas de gado, o que representa 75 milhdes de
quilogramas de carne, 1,5 bilhdo de litros de leite, 8,6 milhdes de ddlares por danos
secundérios e 25 milhdes de délares em acaricidas quimicos para combater as infestagdes por

carrapatos (PAZ J UNIOR et al., 2008).

4.1.4. Variacao Sazonal do Parasitismo

Como a temperatura € a umidade possuem influéncia no desenvolvimento das
diversas fases de vida livre dos carrapatos, no periodo seco as temperaturas elevadas tendem a
diminuir a velocidade de desenvolvimento dos parasitas que se encontram nas pastagens,
alongando seu ciclo vital. Ao contririo, no periodo chuvoso, ocorre um rapido
desenvolvimento de carrapatos na pastagem, e o ciclo fica mais curto. Em funcdo disso,
ocorrem altas e rdpidas infestagdes nos animais no periodo chuvoso e baixas e lentas

infestacdes no periodo seco (LAU; COSTA, 2006).

4.1.5. Controle

As medidas de controle bioldgico de populagdes de carrapato compreendem
basicamente, a utilizacdo de bovinos mais naturalmente resistentes aos carrapatos, descanso
de pastagens e rotacdo com agricultura (MARTINS, 2004). No tocante ao controle
imunolégico, Freitas e Pohl (2005) citam duas vacinas existentes no mercado contra
Boophilus microplus: a TickGard, de origem australiana e a Gavac, de origem cubana. O
autor refere ainda que, embora disponiveis no mercado, estas duas vacinas ndo asseguram

grau de protecdo suficiente para serem utilizadas sem o uso concomitante de acaricidas.
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Dentre os vérios métodos de controle de ectoparasitas o mais utilizado €, sem
davida, o controle quimico. O uso de acaricidas quimicos, no Brasil, é descrito desde a década
de 50, baseados, principalmente, em compostos organofosforados e piretréides (LEAL;
FREITAS; VAZ, 2003). Entretanto, torna-se necessdrio a utilizacdo estratégica de
carrapaticidas, pois o uso indiscriminado de produtos quimicos pode prejudicar o controle
futuro desses parasitas, em decorréncia do desenvolvimento de resisténcia aos principios

ativos utilizados (FRAGA et al., 2003).

A busca por formas alternativas de controle aumentou, mais incisivamente, a partir
da década de 90. Dentre essas, o uso de fitoterdpicos destaca-se pela grande variabilidade de
plantas existentes, o baixo custo e a facil disponibilidade em determinadas regides Avancini

(1994 apud HEIMERDINGER et al., 2006).

4.2. PLANTAS

O potencial da flora da regido Amazodnica apresenta-se como uma fonte renovével
apropriada a produgdo de esséncias aromdticas € como alternativa econdmica para o
desenvolvimento sustentdvel da regido, com reais perspectivas de geracdo de riqueza (MAIA;

ZOGHBI; ANDRADE, 2001).

Segundo Paschoal (2005 apud BENTES; BENTES; AMIM, 2006), a riqueza da
biodiversidade brasileira faz com que o Brasil tenha uma vantagem inigualdvel; o autor faz
uma comparagdo com outros paises para mostrar a vantagem brasileira: A Suica tem apenas
uma planta “endémica” (que sé existe 14), a Alemanha, 19 e o México, 3.000. O Brasil possui
20.000, somente na Amazonia. A dimensdo da biodiversidade brasileira pode ser vista no

Quadro 3.
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Taxonomia Conhecido Estimado
Virus 350 55.000
Bactérias 400 136.000
Fungos 13.000 205.000
Algas 10.000 55.000
Plantas 47.500 52.000
Protozoarios 3.500 27.000
Animais 132.000 1.337.000
TOTAL 207.000 1.867.000

Quadro 3. Representagdo da biodiversidade brasileira.
Fonte: Lewinsohn e Prado, 2002.

Espécies botanicas promissoras para serem usadas como biocida sdo citadas na
literatura, dentre elas as plantas pertencentes as familias: Leguminosae (gé€nero Derris),
produtoras de rotendides, Meliaceae (género Azadirachta), produtoras de azadiractina,
Poaceae (género Cymbopogon), produtoras de citronelal (VIVAN, 2005; SOUZA FILHO,
2006).

A seguir sdo especificadas as plantas escolhidas para esse estudo e abordadas
algumas de suas caracteristicas. Dispostas em ordem alfabética, cada planta é descrita em

maior ou menor extensao.

4.2.1. Andiroba (Carapa guianensis Aublet)

Carapa guianensis Aublet, foi descrita pela primeira vez pelo botanico francés Jean-
Baptiste Christopher Fuseé Aublet (1720-1778), em 1775, na Guiana Francesa, como pertencente
a familia das melidceas. Conhecida comumente como andiroba, uma denominacdo vulgar
derivada das palavras indigenas “nhandi”- 6leo e “rob”- amargo (HOMMA, 2003).

A espécie tem ampla distribuico nos Neotrépicos e na Africa Tropical. Ocorre no sul
da América Central, Colombia, Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, Peru, Paraguai e
Brasil (BOUFLEUER, 2004). No Brasil, sua ocorréncia vai da Amazonia ao Maranhao, sendo
abundante no Pard (ZOGHBI; ANDRADE; MAIA, 2001). Esta espécie pode atingir até 30 m
de altura e 1,20 m de didametro (BOUFLEUER, 2004). O seu 6leo possui caracteristicas que
permitem sua utilizacdo como repelente de insetos (FREIRE; BRITO-FILHA; CARVALHO-
ZILSE, 2006). A Fiocruz desenvolveu um produto em forma de vela capaz de volatizar

substancias presentes na semente de andiroba, durante um periodo suficiente para afastar
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mosquitos que se alimentam de sangue. A ac@o deve-se ao fato de o principio ativo da
andiroba inibir o apetite da fémea, que em periodo reprodutivo necessita de sangue para

alimentar suas larvas (BEZERRA, 2004).

4.2.2. Capim-salsar (Cymbopogon winteranius Jowitt)

O Cymbopogon winteranius Jowitt € uma graminea da familia Poaceae, oriunda do
Sri Lanka, e descrita originalmente por Jowitt em 1908. Essa planta possui acao efetiva contra
fungos, nematdides e seu extrato controla a mosca Haematobia irritans (MARTINS, 2006).
Regionalmente conhecido pelo nome de capim-salsar o Cymbopogon winteranius Jowit é
conhecido pelo odor que exala, que lembra o eucalipto, e por afugentar insetos, quando suas
folhas sdo queimadas O género Cymbopogon € apresentado como produtor de dleo essencial.
Possui em sua composicdo quimica o citronelal e o geraniol (Quadro 4), substincias de

comprovada acao inseticida (SOUZA FILHO, 2006) e carrapaticida (MARTINS, 2006).

Componentes do 6leo essencial capim-salsar
Limoneno 2,54
Citronelal 38,53

Geraniol 12,57
Geranial 22.95
B-elemeno 1,94
y-candineno 1,96
Elemol 8,05
o-cadinol 7,21

Quadro 4. Composi¢do quimica (%) do 6leo essencial de capim-salsar (Cymbopogon winteranius Jowitt).

Fonte: Adaptado de Souza Filho, 2006.

4.2.3. Nim (Azadirachta indica A. Juss)

O nim (Azadirachta indica A. Juss) é uma planta de origem asidtica, natural de

Burma e das regides aridas do subcontinente indiano. A &arvore é usada ha séculos pela

populacdo indiana e muito valiosa na Africa e Asia. Estd se tornando também importante na
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América Tropical, nos paises do Meio Oriente e na Austrdlia, por ser uma arvore como muitas
utilidades. Eficiente no controle de doencas em seres humanos e animais (NEVES;
OLIVEIRA, 2006). E uma planta resistente e de crescimento rpido, podendo atingir até 25
metros de altura. O principal produto € o 6leo retirado das sementes o qual contém inimeros
compostos ativos (BITTENCOURT, 2006). Foram isolados 24 principios ativos no nim
dotados de atividade bioldgica sobre o comportamento e crescimento de artrépodes
(VALENTE; BARRANCO; SELLAIVE-VILLAROEL, 2007). Porém, apenas quatro desses
compostos apresentam alta eficiéncia como pesticidas: azadiractina, salanina, melantriol e
nimbina. A azadiractina € o mais importante, por apresentar isoladamente efeitos mais
seletivos para os insetos que o extrato de nim com todos os compostos juntos (SANTOS;

ANDRADE, 2000).

4.2.4. Priprioca (Cyperus articulatus L.)

A priprioca é uma espécie de capim alto, em cuja extremidade brotam flores mitudas.
Estes talos de capim alto escondem sob a terra raizes de fragancia incomum, quando cortados.
Devido a essa caracteristica, a priprioca estd entre as principais ervas aromaticas vendidas no
Estado do Pard. O conhecimento da priprioca € uma heranga dos indios da Amazonia, seu
nome vem do tupi “piripiri”, junco pequeno e “oca”’, casa, € tem sua origem em uma lenda
indigena.
Uma das principais caracteristicas dessa planta estd voltada a sua habilidade de
sobreviver e reproduzir tubérculos em condicdes adversas, crescendo satisfatoriamente em
quase todo tipo de solo, sob escala de altas temperaturas, por tratar-se eminentemente de uma

planta amazdnica (CUNHA, 2006).
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4.2.5. Timboé (Derris nicou; Derris urucu)

Na Amazonia existem plantas entomotdxicas denominadas de timbo, termo indigena
empregado para os vegetais com poderes ictiotoxicos. O efeito toxico provocado pelos timbos
¢ devido a determinadas substancias, principalmente a rotenona. Sabe-se que a rotenona nao €
absorvida através da pele do animal e que os inseticidas contendo rotenona sdo relativamente
inofensivos quando adequadamente usados em animais domésticos (COSTA et al., 1986).
Ha muitas espécies de timbds, mas as de uso mais generalizado na Amazonia sd@o o timbo-
vermelho (Derris urucu) e o timbd-branco (Derris nicou). O primeiro apresenta producao de
até quatro vezes mais raizes. Entretanto, geralmente, as raizes do Derris nicou apresentam

maior teor em rotenona do que as de Derris urucu (CONCEICAO et al., 2002).

4.3.0S PRINCIPIOS ATIVOS

Compostos que provocam reagdes organicas sdo utilizados pelo homem ha muito
tempo. No final do século XIX, os cientistas comecaram a sintetizar substincias em
laboratério, e hoje, a humanidade dispde de compostos organicos naturais € compostos
organicos sintéticos. Todas as plantas que t€ém cheiro forte, seja agradavel ou ndo, contém
Oleos essenciais. Os principios ativos concentram-se em determinadas partes da planta, ora
nas raizes, ora nas folhas, caules, sementes, ou flores (NARDELLI, 2005).

As substancias quimicas extraidas de organismos vivos, sdo classificadas como
metabolitos primdrios e secunddrios. Os metabdlitos primdrios sdo formados a partir do
metabolismo primério, de modo geral, similares em todos os seres vivos e incluem
carboidratos, aminoacidos, proteinas, lipidios e dcidos nucleicos. Os metabdlitos secundarios
sdo compostos derivados bio-sinteticamente dos metabdlitos primdrios e sdo restritos a um
determinado grupo de individuos de uma mesma familia, gé€nero ou espécie. Na maioria das
vezes, sao sintetizados em células especializadas e em estagios diferentes do desenvolvimento

da planta. Estes produtos naturais secundarios, geralmente, t€ém estruturas muito complexas
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que determinam sua atividade bioldgica. Portanto, economicamente, torna-se invidvel de
serem sintetizados em laboratério (BALANDRIN et al., 1985).

Os alcaldides, flavonéides, taninos, quinonas e constituintes de 6leos essenciais sao
exemplos de alguns desses compostos produzidos pelas plantas (CARDOSO; SHAN;
SOUZA, 2001). Atualmente, sdo conhecidos aproximadamente cem mil compostos naturais

ecoquimicamente ativos (LARCHER, 2000).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

Folhas de capim-salsar foram colhidas do Horto de Plantas Medicinais da Embrapa
Amazonia Oriental, localizado em Belém, Pard. O material foi deixado em condicdes
ambientais até que apresentasse consisténcia quebradica. A extracdo do dleo essencial foi
realizada por hidrodestilagdo, por meio de arraste a vapor. Para extracdo do éleo essencial as
folhas foram cortadas e colocadas em balao de vidro de fundo redondo, com capacidade para
1000 mL e acrescentado aproximadamente um terco de dgua destilada. Em seguida, o baldo
foi colocado na manta aquecedora a qual foi regulada a temperatura de ebulicio da 4gua,
dando inicio ao processo de extragdo do 6leo essencial. A extracdo do 6leo foi realizada por
quatro horas, findo o qual o sistema foi desligado. Apds o processo de destilagao obteve-se a
separagdo do Oleo essencial e da dgua no tubo separador. Em seguida, o 6leo essencial foi
coletado em frasco de coloracdo escura e com tampa, armazenado em lugar fresco e sem
incidéncia direta de luz.

O dleo essencial de priprioca, 6leos de andiroba e nim, bem como as substancias
quimicas do timbd: rotenona, rotenolona e deguelina, foram doados para esse estudo. As

substancias quimicas foram extraidas no Labricol, da Universidade Federal do Para.

5.2. CARACTERIZACAO DA EFICIENCIA DAS SOLUCOES TESTADAS

Quando o produto testado € eficiente, a maioria das fémeas ingurgitadas morre antes
de comecar a postura. Algumas podem fazer a postura de alguns poucos ovos, porém de cor
escura, secos e separados uns dos outros, completamente diferente dos ovos das fémeas do
grupo controle. Desses ovos ndo nascerdo larvas. Entretanto, a solucdo sendo ineficiente, as
fémeas fardo a postura de grande quantidade de ovos, marrons, brilhantes e aderidos uns aos

outros. Apds a postura as teledginas morrem, naturalmente (FURLONG; MARTINS, 2000).
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Portanto, todos esses aspectos foram avaliados visualmente, para caracterizar a

eficiéncia das diferentes concentragcdes das solucdes em teste.

-

Figura 3. Exemplar de Boophilus microplus : ovipostura.
Fonte: www.biotecnologia.com.br

Os resultados foram interpretados considerando-se como eficiéncia o valor igual ou
superior a 95%, de acordo com a legislacdo brasileira para comercializa¢do de carrapaticidas

(BRASIL, 1990).

5.3. LOCAL

O trabalho laboratorial do experimento foi realizado nas instalagdes da Unidade de
Pesquisa Animal “Sen. Alvaro Adolpho”, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria —
Embrapa Amazonia Oriental, estando a mesma localizada a 1°25° de latitude sul e 48°26° de
longitude oeste de Greenwich, no municipio de Belém, Estado do Pard. As coletas de
carrapato foram realizadas em fazenda particular no municipio de Santo Antonio do Taua,

localizado a 1°09” de latitude sul e 48°07’ de longitude oeste de Greenwich.
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5.4. CLIMA

O tipo climético da regidao é o Afi, segundo classificacdo de Koppen. A temperatura

média é de 26,4°C e umidade relativa do ar em torno de 84% (BASTOS et al., 2002).

5.5. PERIODO EXPERIMENTAL

O experimento teve duragdo de 4 meses e foi executado no periodo de marco a julho

de 2008. As coletas, em fazenda particular, foram realizadas semanalmente.

5.6. COLHEITA DE MATERIAL

Para realizacdo das etapas do experimento, as fémeas ingurgitadas de Boophilus
microplus foram colhidas manualmente, de bovinos naturalmente infestados, com movimento
de rotacdo com a finalidade de preservar o seu gnatossoma. Os animais estavam ha, pelo
menos, 21 dias sem nenhum tratamento parasiticida, para que nao houvesse interferéncia nos
testes de sensibilidade do experimento. Apds a coleta, foram transportadas para o laboratério
em vasilhames plésticos, identificados, limpos e aerados. No laboratério, foram lavadas em
dgua corrente, secas em papel absorvente e pesadas em balanca analitica (precisdo de
0,0001g). As maiores e mais 4geis foram selecionadas. S6 foram utilizadas fémeas com

comprimento igual ou superior a 4,5 mm.
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5.7. DESCRICAO DOS TRATAMENTOS

A metodologia utilizada para pesquisa foi segundo a técnica de Drumond et al.
(1973), baseada em teste in vitro por imersdo de teledginas. A técnica foi modificada quanto
ao tempo de imersdo, alterado para 5 minutos, de acordo com Furlong e Martins (2000) e
Campos Junior e Oliveira (2005).

Os carrapatos foram imersos, individualmente, em quatro recipientes pldsticos (copo
descartdvel de 50mL), previamente identificados, contendo a concentracdo a ser testada.
Foram utilizados dois grupos controles, sendo o primeiro grupo controle imerso em
dgua+etanol e o segundo controle imerso em produto quimico comercial (cipermetrina ou
deltametrina ou amitraz) para o controle de carrapato, na diluicdo recomendada pelo
fabricante (Quadro 5). O amitraz foi o controle quimico de elei¢do nos testes com nim, devido
a acdo desse produto em inibir as contra¢des do oviduto da teledgina, inibindo ou impedindo a
postura, pois sabe-se que o nim tem capacidade de interferir na oviposi¢cdo de fémeas
ingurgitadas. As concentragdes utilizadas para os testes com 6leo essencial de capim-salsar e
priprioca e 6leo de andiroba e nim foram de 2%, 5%, 10% e 50%. Os testes com rotenona
foram realizados nas concentragdes de 100ppm e 200ppm. Para rotenolona e deguelina as

concentracdes foram de 100ppm, 200ppm e 300ppm.

Dilui¢do
Produto comercial | Principio ativo | Grupo quimico Produto Agua
Ec-Tox Cipermetrina Piretréide 1L 1000L
Butox Deltametrina Piretréide 10 mL 10L
Triatox Amitraz Diamidinico 20mL 10L

Quadro 5: Carrapaticidas comerciais utilizados como controle quimico.

Apoés a imersdo, por 5 minutos, as teledginas foram secas em papel absorvente e
fixadas em fixadas em placas de Petri (com fita adesiva dupla face). Cada placa de Petri,
contendo quatro carrapatos, representa uma repeti¢do, no total de quatro repeti¢cdes por teste.
As placas de Petri foram, previamente, identificadas com a data da coleta, nome do principio
ativo testado, bem como a respectiva concentragdo e repeticdo em teste. Posteriormente, as

placas, contendo os carrapatos, permaneceram em temperatura ambiente para realizacdo da
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postura. Durante todo periodo experimental, a temperatura e umidade relativa do ar, em
laboratorio, foi de 28°C e umidade relativa do ar em torno de 81%, aferidas com auxilio de
um termohigrometro.

A partir do 15° dia de oviposi¢do foi realizada a pesagem dos ovos e a transferéncia
da postura de cada placa, para seringa descartdvel de 20mL, vedadas com tampa de algodao e
mantida em temperatura ambiente. As seringas foram, previamente, identificadas com a data
da coleta, nome do principio ativo testado, a respectiva concentragdo e repeticio em teste,
bem como a identificac@o do carrapato que realizou a postura no grupo (placa/tratamento).

De 25 a 35 dias apés a pesagem da massa de ovos, foi avaliado o percentual de
eclodibilidade das larvas, o qual foi realizado, visualmente, por estimativa de percentagem em
relacdo aquelas que ndo eclodiram, de acordo com Pereira (2006), Chagas et al. (2002) e
Silva, Sobrinho e Linhares (1997).

Foram registrados em planilha prépria as principais varidveis da pesquisa: peso da
teledgina pré-postura, comprimento, mortalidade (5° e 15° dia apds o tratamento), peso das
posturas (do 15° ao 18° dia de postura), percentual de eclodibilidade (de 25 a 35 dias apds a
pesagem da massa de ovos).

A eficiéncia dos tratamentos foi calculada segundo a técnica de Drumond et al.
(1973). O célculo para eficiéncia reprodutiva (ER) por tratamento foi efetuado utilizando a

seguinte féormula:

ER = Peso dos ovos (g) X % eclosdo x 20.000
Peso das teledginas (g)

A constante 20.000 significa o ndmero estimado de ovos em 1g de ovos de

Boophilus microplus.

O célculo para a percentagem de eficiéncia do produto (EP) seguiu a seguinte féormula:

% EP = (ER controle - ER tratado) x 100
ER controle
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5.8. ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os resultados
referentes ao percentual de mortalidade e de postura foram transformados em arc.sen.Vx, para
seguirem uma distribuicdo normal. As diferencas das médias entre os tratamentos foram
avaliadas pelo teste Tukey em nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa

Statistical Analysis System (SAS, 1999).
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6. RESULTADOS

6.1. EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE CAPIM-SALSAR E PRIPRIOCA SOBRE
CARRAPATO

Os resultados da avaliagdo da mortalidade de fémeas ingurgitadas de B. microplus,
ao 5° e 15° dias apds os tratamentos, mostram que os 6leos essenciais testados tiveram agdo
efetiva sobre o carrapato (Tabela 1). Os efeitos observados estiveram positivamente
associados a concentracdo do 6leo, com variagdo de 37% a 90% para os efeitos do capim-
salsar e de 22% a 90%, para a priprioca de 56% a 90% e de 37% a 90%, para capim-salsar e
priprioca, aos 5 e 15 dias, respectivamente. O Oleo essencial das duas espécies, na
concentracdo de 50%, promoveu taxa de mortalidade da ordem de 90%, ja no 5° dia apds a

aplicacdo, comprovando o alto valor desses constituintes como carrapaticida.

Tabela 1. Efeito dos dleos essenciais de capim-salsar (Cymbopogon winteranius Jowitt) e priprioca (Cyperus
articulatus L.) sobre a mortalidade (%) de carrapato.

Mortalidade (%)

Dias Concentracao (%) Planta doadora
capim-salsar priprioca
2 45 (+ 18,3) Ba 37(x7,5) Ba
5 37 (£ 14,3) Ba 22 (x7,5) Ba
5 10 41 (x7,1) Ba 41 (£ 3,7)Ba
50 90 (£ 0,0) Aa 90 (£ 0,0) Aa
C1 30 (£ 0,0) Ba 7,5(*7,5) Ba
Cc2 15 (£ 8,6) Ba 15 (x8,6) Ba
2 60 (x12,4) ABa 60 (£ 12,2) ABa
5 56 (+12,8) ABa 37 (£ 14,3) BCa
15 10 64 (£9,4) ABa 52 (+4,3) BCa
50 90 (£ 0,0) Aa 90 (£ 0,0) Aa
C1 34 (£3,7) Ba 22 (£7,5) Ca
C2 41 (£ 3,7)Ba 41 (£ 3,7) BCa

Meédias seguidas de letras iguais, maitsculas na coluna e mindsculas na linha, dentro de cada dia de avaliagdo,
ndo diferem pelo teste de Tukey (5%). C1- controle (4gua + etanol), C2- controle (cipermetrina).

As avaliacOes efetivadas na mortalidade dos carrapatos ao quinto dia indicou

superioridade do capim-salsar em relacdo a priprioca, quando em concentra¢des de 2% e 5%.
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Merece mencao, ainda, o fato dos 6leos das duas espécies promoverem taxas de mortalidades
superiores aquelas evidenciadas pelos tratamentos testemunhas, com énfase maior, para
aqueles resultados encontrados aos 5 dias apds a aplicagdo. Pode-se verificar que a
concentracdo 50% dos 6leos essenciais apresentou o maior percentual de mortalidade, sendo
de 90% no 5° dia apds os tratamentos, ressaltando-se que os dados originais demonstram
100% de mortalidade, nessa concentracao, para ambos os 6leos testados.

Com relacdo a mortalidade das fémeas ingurgitadas ao 15° dia, a diferenca estatistica
significativa entre o controle (4gua + etanol) e a concentragdo 2% no experimento com 6leo
essencial de priprioca sugere que a mortalidade dos carrapatos no intervalo entre as
observacdes tenha sido por efeito do 6leo essencial, tendo em vista a homogeneidade de peso

das amostras (Tabela 2).

Tabela 2. Peso médio inicial (g) das fémeas de carrapato.

Peso médio inicial

capim-salsar 0,1422 (£0,002)
priprioca 0,1853 (£ 0,002)
rotenona 0,1359 (£0,001)
rotenolona 0,1881(x 0,003)
deguelina 0,1371(x0,002)
andiroba 0,1761(x0,021)
nim 0,2082 (£0,01)

Cada valor representa a média + erro padrdo.

A tabela 3 mostra o efeito dos 6leos essenciais de capim-salsar e priprioca sobre a
postura (%) em carrapato. Foi observado 100% de postura em ambos os grupos controles
(dgua+etanol) testados, dados originais. Neste experimento o percentual de postura nao
diferiu estatisticamente no intervalo entre as concentragdes 2% e 10%, do valor obtido no
grupo testemunha, entretanto a diferenca foi significativa na concentragdo 50%, apresentando
valor de 15% para efeito do capim-salsar e inibicdo total da postura no tratamento com
priprioca. Embora nessa dilui¢dao tenha ocorrido postura de ovos no tratamento com capim-
salsar, estes ovos foram inférteis. Assim, de acordo com os resultados obtidos, pode-se
verificar o efeito dos dleos essenciais na fisiologia reprodutiva de fémeas ingurgitadas de B.

microplus com inibi¢do da postura e falha na eclodibilidade (Tabela 4).



Tabela 3. Efeito dos dleos essenciais de capim-salsar (Cymbopogon winteranius Jowitt) e priprioca (Cyperus

articulatus L.) sobre a postura (%) em carrapato.

Postura (%)

Concentracéao (%)

Planta doadora

capim-salsar

priprioca

2 60 (£ 12,2)Aa 60 (+ 12,2) Aa
5 64 (£ 15,4)Aa 67 (£ 12,9) Aa
10 60 (+ 10,6)Aa 56 (£3,7) Aa
50 15 (+ 8,6)Ba 0,0 (£ 0,0) Ba
C1 90 (£ 0,0)Aa 90 (£ 0,0) Aa
c2 67 (£ 7,5)Aa 67 (£7.5) Aa

Meédias seguidas de letras iguais, maidsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey
(5%). C1- controle (dgua + etanol), C2- controle (cipermetrina).

Na tabela 4 estdo os resultados referentes a eficiéncia “in vitro” do 6leo essencial de
capim-salsar e priprioca sobre fémeas ingurgitadas de B. microplus. Os percentuais de
eficiéncia obtidos apresentaram valores de 100%; 95,63%:; 98,77%; 100% e 99,30%; 96,97 %;
99,85%; 100% nas concentracdes de 2%, 5%, 10% e 50%, para capim-salsar e priprioca,
respectivamente. Para o controle com produto quimico utilizou-se a cipermetrina, na dilui¢do

recomendada pelo fabricante, e os percentuais de eficiéncia foram de 65,64% e 68,93%.

Tabela 4. Eficiéncia (%) dos 6leos essenciais de capim-salsar (Cymbopogon winteranius Jowitt) e priprioca
(Cyperus articulatus L.) sobre carrapato.

Concentragao Peso da Peso dos Eclosao Eficiéncia do
Planta doadora (%) teledgina (g) ovos (g) (%) produto (%)
2 0,1451 0,0215 0 100
5 0,1439 0,0257 10 95,63
capim-salsar 10 0,1454 0,0146 5 98,77
50 0,1391 0,0106 0 100
Cl 0,1406 0,0639 90 -
C2 0,1850 0,0650 40 65,64
2 0,1893 0,0597 10 99,30
5 0,1825 0,0500 5 96,97
priprioca 10 0,1843 0,0250 5 99,85
50 0,1804 0 0 100
Cl 0,1890 0,0900 95 -
C2 0,1850 0,0650 40 68,93%

C1- controle (4gua + etanol), C2- controle (cipermetrina).
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De maneira geral, a maior eficiéncia do produto esteve relacionada ao aumento da
concentracdo. Comparando-se o peso dos ovos e o percentual de eclosio dos demais
tratamentos aqueles obtidos no controle (dgua + etanol), verifica-se que os 6leos essenciais
influenciaram na conversao do peso das fémeas em ovos, demonstrado pelo decréscimo do
peso da massa de ovos, bem como na viabilidade dos mesmos, nesse estudo, demonstrado

pelos baixos percentuais de eclosao obtidos.

6.2. EFEITO DAS SUBSTANCIAS QUIMICAS ISOLADAS DO TIMBO: ROTENONA,
ROTENOLONA E DEGUELINA SOBRE CARRAPATO

A tabela 5 mostra os resultados do efeito dos tratamentos com substincias do timb6
sobre a mortalidade de fémeas ingurgitadas aos 5 e 15dias. Para os efeitos da rotenona aos 5
dias, as taxas de mortalidade foram 37% e 41%, em 100ppm e 200ppm, respectivamente e
nio houve diferenca significativa. Entretanto, houve diferenca em relacdo ao grupo
testemunha (dgua + etanol). Todas as substincias testadas apresentaram taxas de mortalidade
significativamente maiores do que as obtidas pelo grupo controle (4gua + etanol) no dia 5. As
taxas de mortalidade obtidas nos tratamentos com rotenolona variaram de 49% a 64% e para
deguelina de 52% a 41%, da menor para a maior concentracao, respectivamente.

Com relag@o a observacio da mortalidade aos 15 dias, os efeitos da rotenona 200ppm,
e rotenolona 100ppm, 200ppm e 300ppm promoveram percentuais de mortalidade
significativamente maiores aos obtidos no controle (dgua + etanol). Para os efeitos da
deguelina, aos 15 dias, nao houve diferenca significativa em relacdo ao controle (dgua +
etanol). Os percentuais de mortalidade observados nos controles (4gua + etanol), no dia 15,
foram de 37%, 22% e 37% enquanto o controle quimico foi da ordem de 67%, 41% e 67%,

respectivamente, para rotenona, rotenolona e deguelina.
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Tabela 5. Efeito da rotenona, rotenolona e deguelina sobre a mortalidade (%) de carrapato.

Mortalidade (%)

Dias Concentragéo (ppm) Substéncia
rotenona rotenolona deguelina
100 37(+7,5) Aa 49 (£ 18,7) ABa 52(x129) Aa
5 200 41(x3,7) Aa 64 (£9,4) Aa 52 (x 14,3) Aa

300 - 64 (£9,4) Aa 41 (£7,1) Aa
C1 7,5(x7,5) Ca 7,5 (*7,5)Ca 7,5(7,5) Ca
Cc2 19(x11,2) Aa 15 (£ 8,6) BCa 19 (£ 11,2) ABa
100 48 (x7,2) ABa 64 (£9,4) Aa 64 (£9,4) Aa

15 200 75(+ 8,6) Aa 75 (£ 8,6) Aa 71(x11,2) Aa
300 - 75 (£ 8,6) Aa 52(x7,5) Aa
C1 37(x4,3) Ba 22 (x7,5) Ba 37(t4,3) Aa
C2 67(t12,9)ABa 41 (£ 3,7) ABa 67 (£ 12,9) Aa

Meédias seguidas de letras iguais, maitsculas na coluna e minudsculas na linha, dentro de cada dia de avaliagdo,
ndo diferem pelo teste de Tukey (5%). C1- controle (dgua + etanol), C2- controle da rotenona e deguelina
(deltametrina), C2- controle da rotenolona (cipermetrina).

A tabela 6 apresenta o efeito da rotenona, rotenolona e deguelina sobre a postura (%)
em carrapato. De acordo com os resultados, pode-se verificar que todas as substincias
testadas foram capazes de inibir a postura em maior ou menor propor¢do, pois todos 0s
controles (4gua + etanol) apresentaram 90% de postura, sendo que os dados originais
demonstram 100% de postura. Para os efeitos da rotenona, os percentuais obtidos foram de
60% e 49% de fémeas que conseguiram ovipor, apds os tratamentos em 100ppm e 200ppm.
Para rotenolona e deguelina o percentual de postura variou de 34% a 52% e de 41% a 26%, da
menor para maior concentracio, respectivamente. Estes resultados caracterizam o potencial

dessas substancias em inibir a ovipostura de carrapato.

Tabela 6. Efeito da rotenona, rotenolona e deguelina sobre a postura (%) em carrapato.

Postura (%)

Substancia
Concentracao (ppm) rotenona rotenolona deguelina
100 60 (x12,2) ABa 34(x12,0) Ca 41 (£ 19,0)BCa
200 49 (£3,7)Ba 49 (= 18,7) BCa 26(+9.4) Ca
300 52 (x4,3) BCa 26 (£ 9.4) Ca
C1 90 (£ 0,0) Aa 90(+0,0) Aa 90 (£ 0,0) Aa
Cc2 75(x 8,6) ABa 75 (£ 8,6) ABa 67 (x7,5) ABa

Meédias seguidas de letras iguais, maidsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey
(5%). C1- controle (4gua + etanol), C2- controle da rotenona e deguelina (deltamentrina), C2- controle da
rotenolona (cipermetrina).
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Os dados obtidos referentes a eficiéncia da rotenona, rotenolona e deguelina no
controle do carrapato encontram-se na tabela 7. Os percentuais de efici€éncia nos testes com
rotenona foram de 95,24% e 98,68% em 100ppm e 200ppm, respectivamente. Para os efeitos
da rotenolona os valores de eficiéncia obtidos foram de 97,29%; 98,08% e 100%, para
deguelina os percentuais foram de 95,45%; 98,23% e 100%, em 100ppm, 200ppm e 300ppm,
respectivamente. Destacando-se que nos tratamentos com rotenolona e deguelina em 300ppm,
embora as fémeas tenham realizado postura de ovos estes ndo eclodiram, proporcionando
100% de eficiéncia. O controle quimico com deltametrina apresentou percentual de eficiéncia
de 75,44% e 69,17%. Os efeitos do controle quimico com cipermetrina obteve percentual de

eficiéncia de 71,35%.

Tabela 7. Eficiéncia (%) da rotenona, rotenolona e deguelina, sobre carrapato.

Concentragdo  Peso teledgina  Pesoovos  Eclosao  Eficiéncia produto

Substancia (ppm) (g) (8 (%) (%)
100 0,1428 0,0325 10 95,24
rotenona 200 0,1428 0,0180 5 98,68
Cl 0,1301 0,0655 95 -
C2 0,1267 0,0496 30 75,44
100 0,1834 0,0243 10 97,29
rotenolona 200 0,1873 0,0176 10 98,08
300 0,1946 0,0129 0 100
Cl 0,1890 0,0976 95 -
C2 0,1850 0,0650 40 71,35
100 0,1463 0,0212 15 95,45
deguelina 200 0,1413 0,0238 5 98,23
300 0,1402 0,0285 0 100
Cl1 0,1301 0,0655 95 -
C2 0,1267 0,0467 40 69,17

C1- controle (dgua + etanol), C2- controle da rotenona e deguelina (deltametrina), C2- controle da rotenolona
(cipermetrina).
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6.3. EFEITO DOS OLEOS DE ANDIROBA E NIM SOBRE CARRAPATO

A tabela 8 mostra os resultados do percentual de mortalidade dos carrapatos aos 15 dias
apods os tratamentos e as comparacdes pelo teste Tukey. Verificou-se que para andiroba e nim
o percentual de mortalidade variou de 71% a 82% e de 64% a 82%, nas diferentes
concentracdes dos dleos, respectivamente. De acordo com os resultados, nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos e os respectivos controles. De maneira geral, pode-se dizer
que os resultados demonstram um comportamento natural do ciclo biolégico dos carrapatos,
pois ndo houve diferenga estatistica significativa entre o controle (dgua + etanol) e os
tratamentos nas concentragoes 2%, 5%, 10% e 50%, tanto para a andiroba quanto para o nim.
Provavelmente, este resultado deve-se a observacdo da mortalidade somente no15° dia apds os
tratamentos, o que impossibilitou demonstrar o efeito do 6leo de andiroba e nim sobre a

mortalidade de carrapato.

Tabela 8. Efeito dos dleos de andiroba (Carapa guianensis Aublet) e nim (Azadirachta indica A. Juss) sobre a
mortalidade (%) de carrapato.

Mortalidade
Planta doadora
Dia Concentracao (%) andiroba nim
2 75 (£ 8,6) Aa 75 (£ 8,6) Aa
5 82 (x7,5) Aa 64 (£9,4) Aa
15 10 71 (£ 11,2) Aa 64(t9,4) Aa
50 82 (x7,5) Aa 82 (7,5 Aa
C1 75 (£ 8,6) Aa 75 (£ 8,6) Aa
Cc2 82 (x7,5) Aa 56 (£ 12,8) Aa

Meédias seguidas de letras iguais, maidsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey
(5%). C1- controle (dgua + etanol), C2- controle da andiroba (deltametrina), C2- controle do nim (amitraz).

Os resultados referentes ao peso das teledginas, peso do ovos, percentual de eclosdo e
eficiéncia do produto, nos tratamentos com andiroba e nim, estdo expressos na tabela 9. Para
andiroba os percentuais de eficiéncia obtidos foram de 92,79%; 97,66%; 92,23%; 98,01% e
para o nim 91,21%; 93,73%; 94,46%; 100% nas concentracdes 2%, 5%, 10% e 50%,
respectivamente. A eficiéncia obtida com controle quimico deltametrina foi de 83,09% e
amitraz 42,71%. Estes resultados demonstram a baixa sensibilidade do carrapato a esses

principios ativos e a maior eficiéncia dos 6leos de andiroba e nim no controle do carrapato.
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Tabela 9. Eficiéncia (%) dos dleos de andiroba (Carapa guianensis Aublet) e nim (Azadirachta indica A. Juss)
sobre carrapato.

Concentracao Peso da Peso dos Eclosao  Eficiéncia do
Planta doadora (%) teledgina (g) ovos (g) (%) produto (%)
2 0,1736 0,0422 15 92,79
5 0,2644 0,0208 15 97,66
andiroba 10 0,1302 0,0341 15 92,23
50 0,1383 0,0278 5 98,01
Cl 0,2127 0,1133 95 -
C2 0,1356 0,0290 40 83,09
2 0,1475 0,0475 15 91,21
5 0,2242 0,0773 10 93,73
nim 10 0,1948 0,0593 10 94,46
50 0,2110 0,0226 0 100
C1 0,2329 0,1423 90 -
C2 0,2382 0,1072 70 42,71

C1- controle (4gua + etanol), C2- controle da andiroba (deltametrina), C2- controle do nim (amitraz).

Observou-se melhor eficiéncia do nim em relagdo a andiroba com 100% de
eficiéncia, na concentracio 50%. Entretanto, na concentracdo 5% a andiroba promoveu
melhor eficiéncia do que o nim, 97,66%. Merece mencdo ainda o fato das fémeas dos
controles (dgua + etanol) terem convertido mais de 50% de seu peso inicial em massa de
ovos. Esta observacio torna-se importante, pois sabe-se que hd uma correlaciao positiva entre
o peso da fémea ingurgitada e o peso da massa de ovos e que variacdes na temperatura tanto
para mais quanto para menos podem ser altamente prejudiciais a esta relagdo, fato ndo
observado durante o periodo experimental. A eficiéncia obtida com controle quimico

deltametrina foi de 83,09% e para o amitraz de 42,71%.
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7. DISCUSSAO

A mortalidade causada pelo 6leo essencial de Cymbopogon winteranius Jowitt
(capim-salsar) ja era esperada, em fun¢do da presenca de substincias de comprovada acao
inseticida no mesmo. Os resultados desse ensaio sdo semelhantes aos obtidos por Martins
(2006), quanto a sensibilidade de B. microplus ao 6leo essencial de C. winteranius Jowitt, in
vitro. O autor testou diferentes concentragdes do 6leo essencial dessa planta bem como do
citronelal e geraniol, componentes quimicos desse 6leo, em fémeas ingurgitadas e obteve
100% de mortalidade na concentracao de 50%, tendo resposta dos efeitos do 6leo como dos
componentes isoladamente. Esses resultados sdo especialmente importantes para o capim-
salsar, sobretudo quando sabe-se que citronelal e geraniol estdo em concentragdes de 38,53%
e 12,57%, nas folhas do capim-salsar. Segundo Chungsamarnyart & Jiwajinda (1992 apud
CLEMENTE et al.,, 2006), o citronelal é o principal componente do produto italiano
Apilife/VAR utilizado no controle de dcaros de colméia de abelhas.

Os percentuais de eclos@o observados nos controles (dgua + etanol) foram de 90% e
95%. Oba, Pereira e Almeida (1976), trabalhando com B.microplus a 27°C e 80% de umidade
relativa, obtiveram 80% de eclosdo. Louzada e Daemon (2003) encontraram média de
percentual de eclosdo para o grupo controle de 74% com temperatura de 27°C e umidade
relativa superior a 80%. Os autores referem ainda que em todos grupos, o maior percentual de
eclosdo foi de 95%.
Segundo Heimerdinger (2005), a fertilidade dos ovos de carrapato € alta, pois mais de
85% dos ovos eclodem, com umidade relativa do ar em torno de 70% e temperatura ambiente
de 27°C. Moraes (2007) refere que no carrapato bovino B. microplus sua prole eclode com
cerca de 60% de vitelo e em Musca domestica a prole eclode com 20% de vitelo. Acredita-se
que o conteido de vitelo que permanece ao final da embriogénese esteja relacionado a
estratégia adaptativa de cada um desses pequenos seres em func¢do da disponibilidade de
alimentos na natureza. O carrapato, para se alimentar, precisa aguardar a passagem do
hospedeiro, necessitando assim de maiores reservas que possam sustentar as larvas recém
eclodidas por mais tempo. No entanto, a mosca voa e come diferentes substratos, portanto
necessita de menores reservas.
Existem lacunas no conhecimento em relacdo a alguns fatores envolvidos na eclosio
dos ovos. Uma questdo fisiolégica que necessita ser elucidada diz respeito ao fator intrinseco

responsavel pela menor taxa de eclodibilidade larval nos ovos dos primeiros e dos ultimos
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dias de postura. Estudos apontam para baixa disponibilidade de proteinas e outros nutrientes
fornecidos pela fémea, bem como espermatozoéides insuficientes para fertilizagdo. Merece
destaque que esses estudos ndo puderam explicar as menores taxas de eclosdo nas posturas
dos primeiros dias, quando a fémea estd repleta de nutrientes e de espermatozdides em seu
receptaculo (RAIA, 2007).

O tratamento com capim-salsar na concentracio 2% foi capaz de inibir
completamente a eclosdo, devido a postura de ovos inférteis, conseqiientemente promovendo
100% de eficacia, na menor concentracdo testada, em detrimento dos resultados obtidos nas
concentracdes 5% e 10%, sendo respectivamente 95,63% e 98,77%. Segundo descreveu Rohr
(1909 apud GLORIA et al., 1993), ovos inférteis, ou seja, sem desenvolvimento embrionério,
sdo ressecados e escurecidos. Provavelmente, esse resultado deve-se ao fenOmeno fisico
denominado apassivagdo, onde o produto € inicialmente absorvido, mas depois forma um
filme apassivador, barrando a passagem do 6leo. Entretanto, quando o produto estd mais
diluido esse filme ndo se forma e a penetragcdo ocorre de forma mais lenta, porém de maneira
mais devastadora. Para que o produto bioativo seja absorvido € necessdrio que este seja
hidrofilico e lipolitico, pois todos os artrépodes tem esses dois meios de absor¢do (CHAGAS
et al., 2002). Resultados similares foram descritos por Olivo et al. (2008), os autores
trabalharam com Oleo de citronela (Cymbopogon nardus L.Rendle) no controle de B.
microplus, em concentragdes variando de 0,5% a 100% e obtiveram percentuais de eficacia
maiores nas concentracdes 0,5% e 1%, sendo respectivamente, 44,2% e 92,1%, do que nos
niveis mais concentrados do 6leo.

A semelhanca do capim-salsar o 6leo de citronela apresenta em sua composicao
quimica o citronelal e o limoneno. A agdo sobre larvas de carrapato dos monoterpenos o-
pineno e B- pineno, presentes no 6leo essencial da leguminosa Stylosantes tem sido descrita
na literatura Prates et al. (1998 apud CHAGAS et al., 2002). Segundo Vilhena (2006), o a-
pineno e - pineno estdo presentes no 6leo essencial de priprioca na concentragdo de 0,5% e o
limoneno na concentragdo 3%. Estas informacdes ajudam a explicar a elevada eficiéncia,
observada nesse estudo, nos testes realizados com 6leo essencial de priprioca.

Os efeitos do 6leo essencial sdo freqiientemente explicados em termos individuais
de alguns dos principais constituintes. Entretanto, o 6leo essencial é uma mistura de diferentes
componentes, em propor¢des variadas e é, freqiientemente, desconhecido se e como esses
constituintes interagem entre si e promovem seus efeitos sobre outros organismos.
Paralelamente, ha considerdvel variagdao na composi¢do dos constituintes do dleo essencial de

certas espécies de plantas; tal variacdo pode ocorrer tanto em funcdo da sazonalidade, como
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da diferenca entre individuos de mesma populacio (TARAYRE et al.,, 1995; KOKKINI;
VOKOU, 1989). Langenhein (1994) ressalta a importancia dos constituintes do dleo essencial
de plantas e relaciona essa caracteristica a maior ou menor atividade bioldgica. A exemplo
desses aspectos, Komai, Tang e Nishimoto (1991) analisaram diferentes espécies de Cyperus
e indicaram que aquelas espécies cujos Oleos essenciais apresentavam maior atividade
bioldgica eram constituidos principalmente de sesquiterpenos que continham o grupo cetona
ou hidroxila; os 6leos constituidos de grupo acetato ou somente hidrocarboneto apresentam

menos atividade.

As substancias do timbd: rotenona, rotenolona e deguelina, promoveram percentuais
de mortalidade significativamente maiores do que os obtidos pelo grupo controle (dgua +
etanol), no dia 5. Provavelmente, deve-se ao fato da mortalidade observada ter sido por efeito
das substincias e ndo devido ao término da postura como no controle (dgua + etanol). Devido
a diferenga significativa da mortalidade entre o controle (dgua + etanol) e os tratamentos com
rotenona 200ppm e rotenolona 100ppm, 200ppm e 300ppm, no dia 15, pode-se supor que a
mortalidade no intervalo entre as observacdes tenha sido por efeito das substancias,
considerando a homogeneidade de peso das amostras, bem como o fato de todos os
carrapatos, inclusive as fémeas dos controles, terem sido submetidos as mesmas condi¢des
experimentais de temperatura. Esta informacdo torna-se relevante, especialmente quando
sabe-se que a temperatura € um dos maiores fatores de mortalidade em carrapatos.

Nesse estudo, todas as substincias do timbd atingiram valores satisfatérios no
tocante ao percentual de eficiéncia, ou seja, acima de 95%. Trabalhos utilizando timb6 como
acaricida tem sido descritos na literatura, como o de Pereira e Famadas (2004), que avaliaram
in vitro a eficiéncia do extrato da raiz do timb6 (Dahlstedtia pentaphylla) sobre carrapato em
diferentes diluicdes e encontraram percentuais de eficiéncia (média) variando de 13,49% a
98,68% e 18,46% a 99,60% para cepa local da regido do Vale do Paraiba em Sdo Paulo, e
outra cepa, sensivel a carrapaticida quimico, mantida no pdlo regional do Vale do Paraiba,
respectivamente. Vasconcelos (2004), analisando os efeitos de extrato aquoso de timbd
(Derris sp), verificou alta taxa de mortalidade em carrapato bovino (B. microplus) e piolho
bubalino (H. tuberculatus). Costa et al. (1986) concluiu em seu trabalho que o timb6 em
extrato aquoso e aplicado em pulverizacdo € eficiente no combate ao piolho em bufalos.

As médias de mortalidade e eficiéncia obtidas com 6leo de andiroba sobre carrapato
neste estudo, 75%, 82%, 71%, 82% e 92,79%; 97,66%; 92,23%; 98,01%, respectivamente,

foram inferiores aos resultados encontrados por Sousa et al. (2005) e Farias et al. (2007). Nos
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trabalhos supracitados, os autores obtiveram 100% de mortalidade e eficiéncia do dleo de
andiroba no controle do carrapato. Provavelmente, a alta taxa de mortalidade encontrada pelos
referidos autores foi favorecida pelo uso do tween 80 como dispersante, no preparo das
concentracdes, o que favorece a acdo do 6leo sobre o carrapato.

A eficiéncia obtida de 100% no teste com nim, devido a postura de ovos inférteis, ja
era esperada. Sabe-se que essa planta possui capacidade de interferir na oviposi¢do e
fecundacdo das fémeas ingurgitadas de carrapato (SILVA et al., 2007). Os efeitos acaricidas
do nim deve-se em grande parte ao seu principal componente a azadiractina. Silva et al. (2002
apud CHAGAS, 2004), estudando a planta Melia azedarach, que possui em sua composi¢ao
quimica a azadiractina, observou efeito superior dessa planta sobre larvas de B.microplus em
relacdo ao nim.

Os testes realizados com carrapaticidas comerciais no controle quimico revelaram
percentuais de eficiéncia de 65,64%; 68,93%; 71,35% e 75,44%; 69,17% e 83,09% para
cipermetrina e deltamerina, respectivamente. Para o amitraz o percentual de eficiéncia obtido
foi de 42,71%. Todos os percentuais estdo abaixo do minimo aceitdvel 95%. Portanto, pode-
se verificar que os carrapatos desenvolveram resisténcia tanto para piretréides (cipermetrina e
deltametrina), quanto para diamidinicos (amitraz). Segundo Furlong e Martins (2000), o
produto sendo ineficiente, ou seja, existindo resisténcia dos carrapatos, a maioria das fémeas
ingurgitadas ndo morrerd, e colocard ovos de aparéncia e quantidade semelhantes as fémeas
do grupo controle (fatos observados nesse estudo). Isso indica resisténcia dos carrapatos ao
carrapaticida. Quanto mais numerosos € quanto mais se aproximarem do aspecto dos ovos do
grupo controle, maior € o nivel de resisténcia na populacio de carrapatos testada. No tempo
de imersdo de 5 minutos, Souza et al. (2004) referem percentuais de efici€éncia superiores aos
obtidos no presente estudo da ordem de 82,64%; 100% e 99,86%, para cipermetrina,

deltamerina e amitraz, respectivamente.
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8. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que a hipétese desse trabalho
foi confirmada parcialmente, pois o 6leo de andiroba nas concentragdes 2% e 10% e o de nim
nas concentracoes 2%, 5% e 10%, foram ineficientes no controle do carrapato, pois
apresentaram valores de eficiéncia abaixo de 95%.

Os oleos essenciais de capim-salsar e priprioca mostraram-se eficientes no controle
dos carrapatos em todos os testes, comprovando o alto valor de seus constituintes como
carrapaticida. Para capim-salsar as concentracdes 2% e 50% foram as mais eficientes, ou seja,
promoveram 100% de eficiéncia do produto. Para priprioca esse percentual de efici€ncia foi
obtido na concentragdo 50%.

Todas as substancias do timbé (rotenona, rotenolona e deguelina) obtiveram valores
satisfatorios no tocante ao percentual de eficiéncia, ou seja, acima de 95%, em todas as
concentracoes testadas, inclusive em baixa concentracdo quanto 100ppm, caracterizando-se
como potencialmente tteis para o controle do carrapato Boophilus microplus.

Entretanto, os testes laboratoriais representam apenas o inicio das investigacdes, o
que ratificard os resultados de efici€ncia obtidos nos experimentos serdo os testes a campo, in
vivo, onde diversos fatores como temperatura, umidade relativa do ar, pluviosidade, bem

como o comportamento do hospedeiro influenciardo diretamente nos resultados.
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