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RESUMO

O Boophilus microplus € um carrapato bovino com ampla distribuicdo mundial, onde buscou-se
com esse trabalho, caracterizar a agéo carrapaticida do fungo amazénico Pycnoporus sanguineus.
Foram testados solventes com diferentes polaridades para extracao de biomoléculas do carpéforo
do fungo Pycnoporus sanguineus. Avaliou-se o efeito de diferentes concentragdes do extrato bruto
de Pycnoporus sanguineus sobre a sobrevivéncia de larvas de Boophilus microplus. Calculou-se o
percentual da mortalidade das fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus nas diferentes
concentracOes do extrato bruto de Pycnoporus sanguineus, bem como, a sua taxa de postura de
ovos em relacdo a eficicia do produto testado. Os experimentos foram conduzidos no laboratério
de Biorganica do Mestrado em Biotecnologia da Universidade do Estado do Amazonas, onde
testou-se: a sensibilidade larval em papéis impregnados e a sensibilidade das fémeas ingurgitadas
em testes de imersdo. De modo geral, nos bioensaios com larvas 0s experimentos com extrato
aquoso foram os que apresentaram melhor taxa de mortalidade decorrida 144 horas de
experimento. Neste extrato, a concentracdo de 50% ja apresentou alta porcentagem de
mortalidade nas primeiras 48 horas de teste (~86%) totalizando 100% de mortalidade 144 horas
apos o inicio do teste. Ao contrario do que ocorreu para a taxa de mortalidade no teste com larvas,
no teste com fémeas ingurgitadas, o extrato bruto etanélico foi o que apresentou melhor resultado.
Na concentracao de 12,5% desse extrato, a mortalidade alcancou 100% das teledginas decorridos
120 horas do teste, enquanto que para a concentracao de 6.25%, no mesmo espaco de tempo,
provocou uma mortalidade de teleéginas de 80%. Nesta mesma concentragéo (6.25%), o extrato
aguoso,apresentou somente 30% de letalidade para as fémeas ingurgitadas, com 120 horas ap6s
o teste iniciado. De modo geral, o extrato etandlico apresenta eficacia superior aquele aquoso. Na
concentracdo de 12,5%, por exemplo, de extrato etandlico a eficacia atinge 90%, enquanto que
numa concentracdo duas vezes maior o extrato aquoso atinge somente 50% de eficacia. Na
concentracdo de 6,25% o0 extrato etandlico mostra um eficiéncia cerca de 45% maior do que a do
extrato aquoso. O desenvolvimento de produtos que possam ser testados a campo e
comercializados a precos competitivos serao passos a serem seguidos. Os biocarrapaticidas tém
um apelo comercial grande, permitindo controlar B. microplus de um modo menos agressivo ao
meio ambiente.

Palavras-chave: Boophilus microplus. Pycnoporus sanguineus. Extrato etandlico. Teledginas.

Carrapaticida



ABSTRACT

Boophilus microplus it is a bovine tick with ample world-wide distribution, where one searched with
this work, to characterize the Acaricides action of fungus Amazonian Pycnoporus sanguineus.
They had been tested solvent with different polarities for extraction of bimolecular of carpophores
of fungus Pycnoporus sanguineus. The effect of different concentrations of the rude extract was
evaluated of Pycnoporus sanguineus on the survival of larvae of Boophilus microplus. The
percentage of the mortality of the engorged females was calculated of Boophilus microplus in the
different concentrations of the rude extract of Pycnoporus sanguineus, well as, its tax of fertile
ovule in relation to the effectiveness of the tested product. The experiments had been lead in the
Bioorganic laboratory of the Master Degree in Biotechnology of the University of the State of
Amazon, where it was tested: larval sensitivity in impregnated papers and the sensitivity of the
females engorged in immersion tests. In general way, in the biotests with larvae the experiments
with watery extract had been the ones that had presented tax of passed mortality better 144 hours
of experiment. In this extract, the 50% concentration already after presented high percentage of
mortality in first the 48 hours of test (~86% ) totalizing 100% of mortality 144 hours the beginning of
the test. In contrast of what the ethanolic rude extract occurred for the tax of mortality in the test
with larvae, in the test with engorged females, it was what it presented better resulted. In the
concentration of 12,5% of this extract, mortality reached 100% of the passed engorged female 120
hours of the test, whereas for the concentration of 6.25%, in the same time space, provoked a
mortality of engorged females of 80%. In this same concentration (6, 25%), the watery extract, only
presented 30% of lethality for the females engorged with 120 hours after the initiated test. In
general way, the ethanol extract presents superior effectiveness to that watery one. In the 12,5%
concentration, for example, of ethanolic extract the effectiveness reaches 90%, whereas in a
bigger concentration two times the watery extract only reaches 50% of effectiveness. In the 6, 25%
concentration of ethanolic extracts shows efficiency about 45% greater of what of the watery
extract. The development of products that can be tested the field and be commercialized the
competitive prices will be steps to be followed. The bioacaricides has one appeal great advertising,
allowing controlling B. microplus in a less aggressive way to the environment.

Word-key: Boophilus microplus. Pycnoporus sanguineus. Etandlico extract. Engorged female.
Acaricides.
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1 INTRODUCAO

O Boophilus microplus € um carrapato com ampla distribuicdo mundial, estando
presente na faixa contida entre os paralelos 32° N e 32° S. O carrapato bovino tem
destacada importancia nos paises da América Latina, Africa e Oceania. O carrapato foi
erradicado na América do Norte. No Brasil, esse carrapato foi introduzido com o gado
trazido pelos primeiros colonizadores e atualmente encontra-se distribuido em quase
todos os estados da federacdo. O carrapato parasita principalmente os bovinos por ser
extremamente especifico, mas pode esporadicamente parasitar outros animais, tais como
equinos e ovinos (GONZALES, 1974). Seu nome deriva do grego, significando: Boo = boi;

philus = amigo; microplus = menor; ou seja, 0 “menor amigo do boi”.

Os carrapaticidas tém sido o principal meio de controle do B. microplus, entretanto
a capacidade desse parasita tornar-se resistente, tem prejudicado muito a aplicagdo dos
carrapaticidas. Quando a resisténcia se instala, o produtor freqlientemente aumenta a
dose do pesticida ou a frequéncia das aplicacbes (THULLNER, 1997). O uso
indiscriminado dos defensivos quimicos afeta o ambiente, 0os animais e as pessoas, mas
com o uso de produtos de origem natural, o desequilibrio ecoldgico e a contaminacao

ambiental poderiam ser minimizados (HERNANDEZ et al., 1987).

Nesse aspecto, o interesse biotecnoldgico em fungos é na producdo de compostos
com atividade farmacolégica, uma area explorada em biotecnologia por empresas de

paises industrializados. Os antibidticos sdo os produtos microbianos tradicionalmente
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mais explorados nesta area. Entretanto, novos compostos tém sido investigados em
escala industrial, como por exemplo: agentes antitumorais, inibidores enzimaticos e
agentes cardiovasculares. A aplicacao de microrganismos na producdo de farmacos teve
um desenvolvimento acelerado a partir da descoberta dos antibiéticos, na década de 30
(LACAZ, 2002). No caso especifico, € a capacidade biocida do fungo Pycnoporus

sanguineus, que foi investigada.

A salde animal, o melhoramento genético e a alimentacdo adequada constituem o
tripé no qual se apdia o desenvolvimento de qualquer sistema de exploracdo dos animais.
Sem estado de higidez, o animal, reduz seu rendimento, deixa de produzir
economicamente ou simplesmente n&o produz, mesmo sob condicdes ambientais
favoraveis e tecnologia zootécnica adequada. O baixo desempenho dos animais tem sido
atribuido a diversos fatores, destacando-se as infestacbes pelo carrapato Boophilus

microplus, considerado um problema para a bovinocultura nacional.

No Brasil, as condi¢des climaticas permitem o desenvolvimento e a sobrevivéncia
do carrapato durante o ano todo, em varias regifes, em niveis mais que suficientes para
causar perdas. Este ectoparasito foi registrado em quase todos os estados da federacéao,

num total de 2962 municipios (~60%).
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2 OBJETIVOS

2.1 - Geral

Caracterizar acao carrapaticida do fungo amazoénico Pycnoporus sanguineus.

2.2 - Especifico

Testar solventes com diferentes polaridades para extracdo de biomoléculas

do carpéforo do fungo Pycnoporus sanguineus.

Avaliar o efeito de diferentes concentracdes do extrato bruto de Pycnoporus

sanguineus sobre a sobrevivéncia de larvas de Boophilus microplus.

Calcular o percentual da mortalidade das fémeas ingurgitadas de Boophilus
microplus nas diferentes concentracbes do extrato bruto de Pycnoporus
sanguineus, bem como, a sua taxa de postura de ovos em relacao a eficacia

do produto testado.

15



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas dos carrapatos.

A subclasse Acari, da classe Arachnida, a qual pertencem os carrapatos e outros
acaros é um grupo muito heterogéneo, apresentando grande diversidade de habitos e
habitats (GUIMARAES et al, 2001). Os carrapatos, particularmente, pertencem & ordem
Ixodida. Esta ordem pode ser dividida em trés familias: Argasidae, Nuttalliellidae e
Ixodidae. Os exemplares de Boophilus agrupam-se em cinco espécies, sendo o Boophilus

microplus a mais difundida e Unica encontrada no Brasil, conforme Tabela 01.

Reino Metazoa Sub-ordem Metastigmata
Filo Arthropoda Familia Ixodidae
Sub-Filo Chelicerata Grupo Metastriata
Classe Arachnida Sub-familia Rhipicephalinae
Sub-classe Acari Género Boophilus
Super OrdemParasitiformes Espécie Boophilus microplus
Ordem Ixodida

Tabela 01 — Classificagédo Zooldgica, Canestrini, 1887.
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3.2 Caracteristicas dos fungos.

Os fungos constituem o grupo mais diverso de eucariontes em ambiente terrestre
depois dos insetos, devido a sua ampla distribuicdo e associagdo com substratos
inorganicos e organicos (GEWIN, 2002; HOLF et al., 2004). Fries, em 1825, estimou em
140 mil as espécies de fungos; no entanto, a partir de 1990, as estimativas variam de 1,5
a 13,5 milhdes (LODGE et al. 1995, LODGE & CANTRELL 1995, LODGE 2001). A mais
aceitavel por micologos e em trabalhos de biodiversidade global é de 1,5 milhdo de
espécies. Proposta por HAWKSWORTH (2001), desta estimativa menos de 7% das
espécies estdo descritas e identificadas.

Os fungos sé@o geralmente considerados como uma classe de organismos
altamente especializados. Estes seres, igualmente aos animais, ndo sdo capazes de
sintetizar acucar e amido a partir de dioxido de carbono presente na atmosfera,
conseqlentemente, devem buscar outras matérias organicas para alimentarem-se.
Praticamente, qualquer material organico obtido de plantas ou animais pode sustentar
algumas espécies de fungos. Na sua grande maioria os fungos sao filamentosos e
multicelulares. Possuem o corpo formado por um emaranhado de filamentos,
denominados hifas, e o seu conjunto recebe o nome de micélio. As hifas variam no
didmetro, espessura da parede e localizacao do pigmento (PUTZKE, 2004).

O crescimento € em geral apical, mas normalmente qualquer fragmento hifalico
pode dar origem a outra formagdo micelial quando destacado e colocado em meio
apropriado. As estruturas reprodutivas sdo diferenciadas dos vegetais, 0 que constitui a

base sistemética dos fungos (PUTZKE e PUTZKE, 1998). A variacdo morfoldgica é muito
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grande, existindo espécies macro e microscéopicas o que contribui para existéncia de
muitos sistemas de classificacdo (Tabela 02) que ainda hoje sofrem adi¢des e alteracdes

(PUTZKE, 2004).

Alexopoulos et al (1996)

Hawksworth et al (1995)

Hawkworth et al

(1983)
Reino Stramenopila Reino Chromista Reino Fungi
Filo Oomycota Filo Diviséo
Filo Hyphochytridiomycota Myxomycota
Hyphochytridiomycota Filo Labyrinthulomycota Divisdo Eumycota

Filo Labyrinthulomycota

Reino Protistas
Filo Dictyosteliomycota
Filo Acrasiomycota
Filo Myxomycota
Filo
Plasmodiophoromycota

Reino Fungi
Filo Chytridiomycota
Filo Zygomycota
Filo Ascomycota
Filo Basidiomycota

Filo Oomicota

Reino Protozoa
Filo Acrasiomycota
Filo Dictyosteliomycota
Filo Myxomycota
Filo
Plasmodiophoromycota

Reino Fungi
Filo Chytridiomycota
Filo Zygomycota
Filo Ascomycota
Filo Basidiomycota

Subdivisdes:
Mastigomycotina

Zygomycotina
Ascomycotina
Basidiomycotina

Deuteromycotina

Tabela 02 — Classificacao dos Fungos

Os fungos apresentam-se como cosmopolitas, ou seja, encontram-se distribuidos

em todas as regides do planeta, porém de maior incidéncia em ambientes de clima
tropical, quente e Umido. Podem ser encontradas no solo, aguas, sobre animais e
vegetais, em alimentos naturais e industrializados (TEIXEIRA et al., 2001; BONONI,1999)

A classificacéo dos fungos esta baseada nas diversas formas de corpos frutiferos,
que geralmente se desenvolvem na superficie externa do substrato de onde o fungo

cresce. O reino fungi esta dividido em cinco filos que estao representados na Tabela 03.
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Tipos de fungos Filos

Fungos aquéticos Oomycota
Fungos terrestres Zygomycota
Trufas, bolores verdes, amarelos e vermelhos | Ascomycota
Cogumelos, ferrugens e carvoes Basidiomycota

Fungos do tipo Penicillium Deuteromycota

Tabela 03. Divisdo dos fungos e seus filos.

Os fungos juntamente com as bactérias heterotroficas sdo os principais
decompositores de materiais lignoceluldsicos da biosfera. Varios fungos estéo associados
a degradar dejetos e detritos de esgotos até um grau em que possam ser considerados
adubo ou substancia equivalente. Ecologicamente podem ser considerados os lixeiros do
mundo, por degradarem todo tipo de restos organicos, independente da origem,
transformando-os em elementos assimilaveis pelas plantas (NEUFELD,1997; PUTZKE,

2002, 2004).

3.3 O controle do carrapato

O controle do B. microplus nos ultimos anos tem tido um grande avanco, pelo

estabelecimento de conhecimentos da biologia e dos modelos epidemiologicos deste
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carrapato, do manejo dos rebanhos e das pastagens, da resisténcia racial e do
desenvolvimento de carrapaticidas. Um controle eficiente do carrapato em uma
propriedade depende de vérios fatores relacionados com o rebanho (tamanho, raca,
cruzamentos), pastagem (variedades e lotagdo), parasito (nUmero de geracdes, eficacia
dos medicamentos), sistema de producdo, clima, época do ano, etc. O controle deste
artropode se processa quase que exclusivamente pela utilizacdo de produtos quimicos
durante a sua fase parasitaria, 0 que corresponde apenas a 5% do total da populagéo de
carrapatos numa propriedade. A tentativa de controle nesta fase foi iniciada no século
passado, com a aplicacdo de substancias como azeite, parafina, petréleo, cal e tabaco, de
forma absolutamente empirica, e a partir de 1895, na Australia, foram utilizados
compostos arsenicais, que passaram a ser empregados no Brasil na primeira década de

1900.

Existem varios tipos de solventes que fazem parte das formulagbes carrapaticidas
ou que sado utilizados em experimentos com extratos vegetais. Eles tém a principal
finalidade de solubilizar o principio ativo, proporcionando a distribuicdo homogénea do
mesmo por toda a cuticula do artropodo, ampliando sua area de acdo. Sao poucos 0s
trabalhos comparativos com relagéo a interferéncia dos diferentes solventes no resultado
final de um experimento, ou ainda se diferentes estadios de um parasita reagem
diferentemente na presenca de um mesmo solvente. SHAW (1966) demonstra que a DLso
de "dioxathion" (fosforado) diluido em xilol € de 0,00015%, enquanto que em nafta
aromatica pesada passa a ser de 0,00035%. Segundo BEADLES et al. (1973), sempre é
importante distinguir entre o efeito do produto como um todo e dos demais componentes

da férmula sem o principio ativo, incluindo ai os solventes. Este é o procedimento que tem

20



sido preconizado pela Organizagdo Mundial para a Alimentacdo e a Agricultura das

Nacdes Unidas (FAO PLANT PROTECTION BULLETIN, 1971).

Com o desenvolvimento da resisténcia contra drogas antiparasitarias, a industria
tem hesitado em investir na pesquisa de novos defensivos quimicos. O tempo de
comercializagdo de um novo produto € de dificil calculo, mas certamente limitado em
funcdo da rapida aquisicdo de resisténcia (UILENBERG, 1996). O uso de muitos dos
carrapaticidas atuais afetam o meio ambiente e outros organismos, fazendo com que se
busquem alternativas urgentes para os produtos quimicos comerciais (DUNKEL, 1998).
Os metabdlitos secundarios de plantas tém sido utilizados como pesticidas ou modelos
para pesticidas sintéticos, como o0 toxafeno, as piretrinas, a nicotina e a rotenona
(BALANDRIN et al. 1985; DUKE, 1998). Os monoterpenos sao metabdlitos secundarios
que podem causar interferéncia toxica nas fun¢des bioquimicas e fisiolégicas de insetos
herbivoros (BRATTSTEN, 1998). No entanto, as maiorias dos monoterpenos sdo pouco
toxicas (dentro das primeiras 72h depois da aplicagéo) para os mamiferos (KLOCKE, et
al.,1987; RICE,1994). Alguns monoterpenos tém sido considerados, alternativas
potenciais aos inseticidas comerciais sintéticos, ja que geralmente sdo reconhecidos
como seguros pela United States Food and Drug Administration, sendo utilizados em
muitos produtos de uso humano: condimentos artificiais, perfumes e em inumeras
formulacbes de expectorantes, descongestionantes, analgésicos externos e anti-sépticos

(TEMPLETON, 1998; WINDHOLZ, et al. 1998).

Os estudos com as plantas ainda estédo no inicio, porém, um estudo sobre a acao
biocida de Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus e Eucalyptus staigeriana no

carrapato Boophilus microplus, buscando-se a producéo de acaricidas menos agressivos
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ao meio ambiente. Os Oleos essenciais das trés espécies e 0s concentrados
emulsionaveis de E. globulus e E. staigeriana foram testados em cinco concentracfes
diferentes contra larvas e fémeas ingurgitadas de B. microplus. Os Oleos foram
submetidos a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM), a fim de se investigar sua composi¢éo. O citronelal é o principal componente do
O0leo de E. citriodora, sendo responsavel por sua acdo acaricida. O que agem
sinergicamente contra B. microplus. O 6leo essencial de E. citriodora matou 100% dos
carrapatos a uma concentracdo media de 17,5%, o de E. globulus a 15% e o de E.
staigeriana a 12,5%. Os concentrados emulsionaveis de E mesmo ocorre com o 1,8-
cineol em E. globulus. Em E. staigeriana existem varias substancias. globulus mataram
100% dos carrapatos a uma concentracdo média de 9,9% e o de E. staigeriana a uma
concentracdo de 3,9%. O desenvolvimento de produtos que possam ser testados a
campo e comercializados a precos competitivos serdo passos a serem seguidos. Os
biocarrapaticidas tém um apelo comercial grande, permitindo controlar B. microplus de um

modo menos agressivo ao meio ambiente (CHAGAS et al, 2002).

Os experimentos envolvendo o uso de acaricidas sintéticos ou naturais, geralmente
necessitam da utilizacdo de um solvente. Com a finalidade de verificar a sensibilidade do
carrapato bovino Boophilus microplus a diferentes solventes, larvas e fémeas ingurgitadas
deste ectoparasito foram expostas a sete solventes em cinco diferentes concentracoes,
na auséncia e presenca de azeite de oliva. Os resultados mostraram que a utilizagdo do
azeite de oliva ndo produz resultados diferentes estatisticamente em testes de larvas com
papel impregnado, fato ndo verificado em testes de imersdo de adultos com compostos
hidrofilicos. A mortalidade média causada pelos solventes foi menor nos testes com papel

impregnado, aumentando nos testes de imersdo de larvas e de adultos. Solventes de
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baixo peso molecular e pouca viscosidade como o alcool metilico e o alcool etilico, ndo
interferiram na mortalidade média em testes biolégicos de B. microplus, principalmente

em concentracdes inferiores a 76% (CHAGAS et al, 2003).

A producéo de vacinas, cujo principal efeito no controle progressivo do numero de
carrapatos € a reducdo na capacidade reprodutiva, surgiu na década de 30. Atualmente
existem as vacinas recombinantes de tecnologias australiana e cubana. Estas vacinas
utilizam proteinas purificadas da membrana das células do intestino do carrapato,
denominadas Bm86 e Bm91, para imunizar os animais, que irdo produzir anticorpos que
lesam principalmente o intestino do carrapato. Estas vacinas nao asseguraram ao
rebanho o grau de protecdo desejado. A vacina Gavac, comercializada no Brasil desde
1996, foi desenvolvida por pesquisadores cubanos e sua utilizacdo se faz aplicando-se
uma dose e repetindo-se apds quatro semanas, seguida por aplicacdes semestrais, por
apresentar protecao imune de apenas seis meses. A eficacia desta vacina variou de 60 a
80%. No Brasil, varios grupos de pesquisadores vém trabalhando no desenvolvimento de
vacinas recombinantes e sintéticas, contudo estas ndo sdo ainda comercializadas por
falha na inducéo de protecao suficiente para 0 seu uso isolado no controle de carrapatos
ou por falta de testes controlados em bovinos a campo. Proteinas de larvas (IBMTI) e de
ovos (BYC) de B. microplus vém sendo estudadas na tentativa de desenvolvimento de
vacinas recombinantes. Uma vacina sintética, elaborada com o peptideo sintético
(SBm4912), foi testada em bovinos das racas Jersey, Holandés e Hereford apresentando

uma eficiéncia de 80% na eliminacdo das populacdes de carrapatos.

Quanto aos predadores naturais, verifica-se que varios predadores vertebrados

(aves, ratos, camundongos e sapos) e invertebrados (formigas, aranhas, "tesourinhas")
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foram apontados como predadores potenciais de fémeas, parcial ou totalmente
ingurgitadas, e ovos de B. microplus. Desses inimigos naturais, destacam-se aves, tais

como a "garca vaqueira" (Egretta ibis) e as galinhas domésticas (Gallus domesticus).

A selecéo para resisténcia entre insetos ou doencas leva a uma dependéncia por
novos principios ativos e/ou maiores dosagens dos produtos utilizados no seu controle.
Isso aumenta 0s riscos de intoxicacdo e de contaminacdo do ambiente e alimentos
produzidos. A elaboracao de novos biocidas (defensivos sanitarios vegetais ou animais)
atravessa dificuldades devido ao gradual aumento de custo e demora em se chegar a
novas formulas que se comprovem eficazes. Um produto homeopético para controle do B.
microplus vem sendo comercializado no Brasil, contudo existe a necessidade de testes
controlados por pesquisadores especializados em carrapatos para avaliacdo da sua
eficiéncia. O produto possui veiculo alcodlico contendo parasitas. Por isso, algumas
pesquisas nessa area estdo voltando-se a busca de substancias naturais, contidas em

outros organismos vivos, como os fungos (BIANCHIN et al., 1999; DANTAS et al., 2000).

O controle biolégico do carrapato por meio da utilizacdo de fungos
entomopatogénicos (Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana), e plantas com poderes
acaricidas tem sido foco de pesquisas por todo o Brasil. Os fungos estdo sendo, inclusive,
comercializados, porém, os resultados de pesquisa com bovinos estabulados com o

Metarhizium indicam uma eficicia em torno de 50% (CASTRO et al., 1997).

O aparecimento de B. microplus resistentes a diversas gerac¢des de acaricidas foi
notificado em diversas regides do Brasil, em conseqiéncia do manejo incorreto,
especialmente a frequente exposicdo aos medicamentos e banhos com concentracfes

baixa do produto. Dos sete grupos de carrapaticidas registrados no Brasil, o 4caro ja tem
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resisténcia total ou parcial a cinco deles. O fenémeno de resisténcia € a capacidade que
determinados artrépodes apresentam para tolerar doses de medicamentos que seriam
letais para a maioria dos individuos em uma populacdo da mesma espécie. Esta
capacidade para "inativar" produtos quimicos é devido a sele¢do de individuos que
possuem fatores genéticos para resisténcia em baixa freqiéncia, que sao elevados com a
presséo da utilizacdo dos carrapaticidas. O primeiro sinal do aparecimento da resisténcia
€ quando um produto, aplicado de forma correta, ndo causa a morte dos carrapatos. A
resisténcia pode acontecer com qualquer base carrapaticida e é revelada pelo
biocarrapaticidograma, que deve ser realizado por veterinario especializado no
assunto. Uma vez estabelecida a resisténcia a um grupo quimico, devemos considerar as
seguintes alternativas: aumentar a concentragdo do produto; usar intervalos curtos de
banhos (quatro a seis dias) para atingir estagios mais jovens do carrapato; uso de
associacfes entre principios ativos ou a troca do grupo quimico. Ressalta-se, que as duas
primeiras opg¢bes podem possibilitar a intoxicagdo dos animais e aumentar o custo do
tratamento. A crescente preocupa¢do com a continua introducéo de produtos quimicos no

meio ambiente, o seu alto custo, toxidez e o aparecimento da resisténcia, demandou a

busca de outros métodos de controle do B. microplus.

Os carrapatos ixodideos sdo ectoparasitas obrigatérios, cuja sobrevivéncia
depende de mecanismos para se localizar, fixar-se e alimentar-se em hospedeiros
vertebrados. Por sua total dependéncia do sangue e tecidos de seus hospedeiros, 0s
carrapatos atuam como vetores de uma série de agentes infecciosos como protozoarios,
virus, bactérias e riquétsias para 0 homem e animais. A transmissao de patégenos nestes
acaros pode ser transestadial e transovariana. E importante lembrar que os carrapatos s6

perdem para 0s mosquitos como transmissores de agentes infecciosos para o homem.
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Além de sua competéncia como vetores, causam danos diretos por hematofagia, traumas

locais e paralisia via toxinas.

Em termos econbmicos, 0s carrapatos sao responsaveis por prejuizos de grande
monta. E estimada uma perda global anual de oito bilhdes de délares. Segundo
estimativas do Ministério da Agricultura, eles causam prejuizos ao rebanho brasileiro de
mais de dois bilhdes de délares ao ano, levando-se em conta retardo no desenvolvimento
dos animais pela inoculagédo de toxinas nos hospedeiros, promovendo diversas alteracbes
e consequéncias fisiolégicas, como a inapeténcia alimentar; diminuicdo na producéo de
leite e carne; mortalidade; consumo de carrapaticidas; investimentos em equipamentos e
mao de obra para o controle e a qualidade do couro. Ainda ndo ha um estudo completo
sobre a perda de peso e producdo de leite, contudo, em algumas racas, 0s bovinos
chegam a perder 0,24 kg de peso vivo/carrapato/ano e diminuir sua producgéo de leite em
8,9 mL/dia. Isso tudo associado a transmissao de agentes patogénicos, principalmente os
responsaveis pela babesiose e anaplasmose (Tristeza Parasitaria Bovina) provocando
uma letargia nos animais parasitados. Devem-se ter cuidados especiais no controle a
esse carrapato, por se apresentar como uma fonte de prejuizo a criagcdo bovina,
principalmente nos ndcleos de racas européias de corte e leite. Entretanto, nas regides
onde se explora o zebuino, esse parasito ndo deve deixar de ser considerado, pois em
situacOes especiais de manejo que levam ao estresse, tais como a deficiéncia alimentar,
as altas concentracdes por hectare, e desmame interrompido ou precoce, sua presenca
torna-se importante ndo s6 como agente espoliativo ou toxico, como também pela

transmissao da TPB.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Biorganica do Mestrado em
Biotecnologia da Universidade do Estado do Amazonas, em Manaus, entre 0os meses de

abril a setembro de 2009.

4.1 — Obtencao do Pycnoporus sanguineus.

Para a realizacédo deste trabalho, o fungo Pycnoporus sanguineus pertencente a
classe basidiomycetes, foi obtido nas imediagbes de Manaus (AM): pastagens do IFAM(
zona leste de Manaus), Reserva Ducke (AM-010, km 25) (Fig. 1) e ramal do Pau Rosa

(BR-174, km 21), bem como, no municipio de Parintins (AM), distante 369 km de Manaus.

FIGURA 1 — Fungo coletado na Reserva Ducke
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4.2 - Obtencéo do carrapato Boophilus microplus

Para a obtencdo das larvas de B. microplus, utilizou-se fémeas ingurgitadas
provenientes do rebanho bovino (Bos taurus) leiteiro do Instituto Federal do Amazonas
(IFAM) — Campus Zona Leste, antiga Escola Agrotécnica Federal de Manaus (EAFM). A
coleta (09/05/2009) de fémeas ingurgitadas (teledginas) foi feita no periodo em que o
rebanho bovino ndo sofreu nenhuma pulverizacdo de carrapaticidas (Figuras 2 e 3).

Utilizou-se somente larvas com 14 a 21 dias de idade, ou seja, eclosdes ocorridas na 22

guinzena de maio de 2009 (Figura 4).

FIGURA 2 — Rebanho bovino do IFAM FIGURA 3 — Coleta de teledginas em locais com boa
irrigacdo sanguinea.
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FIGURA 4 — Sequéncia da producéo de larvas.

4.3 - Preparagao dos extratos

Serdo testados dois extratos do fungo obtidos a partir de solventes com diferentes
gradientes de polaridade, para a retirada dos componentes ativo do carpoforo do fungo.
Estes serao triturados em moinho de facas e passados em peneira de 60 mesh.

Para 53 gramas do material triturado foram acrescido 1000 ml do solvente, no caso
agua destilada e filtrada em sistema Milliq (0,022 um), com rendimento de 500 ml em

cada uma das trés extracbes a frio, a cada 48 horas. O extrato foi submetido a
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temperatura de 50 °C por 48 horas, sendo obtidos 3,85 gramas do produto. A mesma
metodologia foi aplicada em 58 gramas de material triturado, na extracdo com alcool
etilico (95 GL), sendo obtidos 2,64 gramas do produto. Estes produtos foram utilizados
nos bioensaios com larvas.

Nos bioensaios com fémeas ingurgitadas, foi utilizada a mesma metodologia
descrita acima. Obteve-se de 44.3 gramas de material triturado, apds duas extracdes
aquosa, 3.55 gramas do produto. Apés trés extracdes alcodlica a frio, obteve-se de 44.3

gramas de fungo triturado, 2.33 gramas do produto (Figura 5).

FIGURA 5 — Extrato aquoso (esquerda) e extrato etandlico (direita).

4.4 - Sensibilidade larval em papéis impregnados

Foram feitas duas repeticdes para cada concentrado de alcool etilico, 4gua, além

do controle contendo &gua. Estas substancias sdo consideradas de facil aquisicdo. Os
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extratos foram testados nas concentracdes de 50, 35, 25 e 10% (agua destilada e filtrada)
e 35, 20,10 e 5% (alcool etilico 95 GL).

Para a realizacdo do teste utilizou-se a técnica adaptada por LEITE (1988):
aproximadamente 60 larvas foram colocadas entre 02 pedacos de papel-filtro, com 6 cm
de diametro, impregnados pelo solvente (0,4mL para cada repeti¢cdo). Este "sanduiche" foi
colocado em placas de Petri (PS 60x15 mm) e lacradas com papel-filme, adaptacao feita
baseando-se em FAO PLANT PROTECTION BULLETIN (1971). As placas foram
colocadas em estufa climatizada (+ 27°C e UR > 80%) e o registro de larvas vivas e
mortas foi realizado apés 48, 96 e 144 horas (Figuras 6 e 7). Para calcular a mortalidade

das larvas usaram-se as férmulas abaixo:

Mortalidade (%) = N°de individuos mortos x 100

Total de individuos

Mortalidade média (%) = Mortalidade Rep. 1 + Mortalidade Rep. 2

2

FIGURA 6 — Teste larval em extrato aquoso FIGURA 7 — Teste larval em extrato etandlico
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4.5 - Sensibilidade das fémeas ingurgitadas em testes de imersao

Seguindo-se metodologia semelhante a descrita por DRUMMOND et al. (1973),
grupos de 10 fémeas foram imersas por cinco minutos nos mesmos solventes. Sendo
feitas duas repetices para cada um deles: alcool etilico, agua, além do controle contendo
agua.

Os extratos foram testados nas concentracdes de 25, 6.25, 4.75 e 3.12% (agua) e
12.5, 6.25, 4.75 e 3.12% (alcool etilico). Foram colocadas em placas de Petri (PS 60x15
mm) e lacradas com papel-filme, sendo a seguir, acondicionadas em estufa climatizada (+
27°C e UR > 80%).

O registro das fémeas vivas e mortas foi realizado apés 48, 72 e 120 horas.
Tiveram sua taxa de postura de ovos (oviposicdo) estimada visualmente, nos mesmos
intervalos de tempo (Figuras 8 e 9).

A mortalidade das fémeas ingurgitadas foi calculada a partir da mesma féormula
usada para as larvas, ja a taxa de postura em relacdo a eficacia do produto, foi calculada

a partir da formula adaptada de DRUMMOND et al. (1973):

EP = TP grupo controle - TP grupo tratado x 100

TP grupo controle

Onde:

EP = Eficicia do Produto (%)

TP = Taxa de Postura (%)
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FIGURA 8 — Teste de imersdao em extrato
aquoso com teledginas

FIGURA 9 — Teste de imersdo em extrato etanélico
com teledginas.
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5. RESULTADOS

5.1 Teste Larval em Papéis Impregnados:

5.1.1 Extrato bruto aquoso

Foram utilizadas 60 (sessenta) larvas em cada amostra.

Concentracao: 50 %

Repeticéo 48 horas 96 horas 144 horas
(02/06/09) Vivos % Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % %
1 18 82 - - 0 100
2 15 85 - - 0 100
3 10 90 - - 0 100
MEDIA 14.3 85.7 - - 0 100

Tabela 04 - Mortalidade larval em extrato aquoso na concentragéo de 50%




Concentracao: 35%

Repeticdo 48 horas 96 horas 144 horas
(02/06/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 87 13 - - 0 100
2 84 16 - - 0 100
3 76 24 - - 0 100
MEDIA 82.3 17.7 - - 0 100

Tabela 05 - Mortalidade larval em extrato aquoso na concentragdo de 35%

Concentracao: 25%

Repeticéo 48 horas 96 horas 144 horas
(02/06/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 100 0 44 56
2 100 0 100 0 41 59
3 100 0 100 0 0 100
MEDIA 100 0 100 0 28.3 717

Tabela 06 - Mortalidade larval em extrato aguoso na concentracdo de 25%

Concentracgéo: 10%

Repeticéo 48 horas 96 horas 144 horas
(02/06/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 0 100 0 100
2 100 0 0 100 0 100
3 100 0 100 0 95 5
MEDIA 100 0 33 67 31.6 68.4

Tabela 7 - Mortalidade larval em extrato aguoso na concentracado de 10%



Controle:

Repeticao 48 horas 96 horas 144 horas
(02/06/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 100 0 100 0
2 100 0 100 0 100 0
3 100 0 100 0 100 0
MEDIA 100 0 100 0 100 0
Tabela 8 - Mortalidade larval no controle
5.1.2 Extrato bruto etandlico
Foram utilizadas 60 (sessenta) larvas em cada amostra.
Concentracao: 35%
Repeticdo 48 horas 96 horas 144 horas
(03/06/09) Vivos Mortos | Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 - - 100 0
2 100 0 - - 100 0
3 100 0 - - 100 0
MEDIA 100 0 - - 100 0

Tabela 9 - Mortalidade larval em extrato etandlico na concentragéo de 35%
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Repeticao 48 horas 96 horas 144 horas
(03/06/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 - - 100 0
2 100 0 - - 100 0
3 100 0 - - 100 0
MEDIA 100 0 - - 100 0
Tabela 10 - Mortalidade larval em extrato etandlico na concentracdo de 20%
Concentracao: 10%
Repeticdo 48 horas 96 horas 144 horas
(03/06/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 90 10 - - 90 10
2 100 0 - - 92 8
3 100 0 - - 100 0
MEDIA 96.6 3.4 - - 94 6

Tabela 11 - Mortalidade larval em extrato etandlico na concentracéo de 10%

Concentracéo: 5%
Repeticdo 48 horas 96 horas 144 horas
(03/06/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 - - 100 0
2 100 0 - - 90 10
3 100 0 - - 100 0
MEDIA 100 0 - - 96.6 3.4

Tabela 12 - Mortalidade larval em extrato etandlico na concentracéo de 5%
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Controle:

Repeticao 48 horas 96 horas 144 horas
(03/06/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 - - 95 5
2 100 0 - - 100 0
3 90 10 - - 90 10
MEDIA 96.6 3.4 - - 95 5

Tabela 13 - Mortalidade larval no controle

De modo geral, nos bioensaios com larvas 0s experimentos com extrato aquoso
foram os que apresentaram melhor taxa de mortalidade decorrida 144 horas de
experimento (Tabelal4) Neste extrato, a concentracdo de 50% ja apresentou alta
porcentagem de mortalidade nas primeiras 48 horas de teste (~86%) totalizando 100% de
mortalidade 144 horas ap6s o inicio do teste. Ressalta-se, por outro lado, que o
tratamento controle neste mesmo intervalo de tempo, ndo ocorreu mortes de larvas.
Decorrido o tempo total do teste, na concentracdo de 10%, a taxa de mortalidade ja
alcancou uma taxa relativamente alta (68,4%) em comparacdo aquela mesma
concentracdo para o0 extrato etanolico que apresentou somente 6% de mortalidade
(Tabela 14)

Na realidade, a mortalidade das larvas no teste extrato etandlico alcangou somente
algum percentual nas concentragfes mais baixas testadas, como na de 5%, onde ocorreu
3,4% de mortalidade observada apos 144 horas do inicio do teste. Interessantemente,
para o extrato etanodlico, nas concentracdes mais altas (20% e 35%), ndo ocorreu

mortalidade larval mesmo decorrido o periodo total de observagédo. Ao contrario do que

ocorreu para 0 extrato aquoso, o controle do extrato etandlico apresentou uma taxa de

38



mortalidade de 5%, similar aquela da concentracdo de 10%, que causou 6% de letalidade,
evidenciando que os componentes ativos desse extrato ndo atuam de maneira satisfatoria

para eliminar as larvas do carrapato bovino.

Concentracéao (%) Extrato Aquoso Concentracao (%) Extrato Etandlico

48h - 144h 48h - 144h
50 85.7% - 100% 35 0% - 0%
35 17.7% - 100% 20 0% - 0%
25 0% - 71.7% 10 34% - 6%
10 0% - 68.4% 5 0% - 3.4%
Controle 0% - 0% Controle 3.4% - 5%

TABELA 14- Porcentagem de mortalidade de larvas em teste com papéis impregnados.

5.2 Teste com fémeas ingurgitadas (Teledginas):

5.2.1 Extrato bruto aquoso

Foram utilizadas 10 (dez) teledginas em cada tratamento.

Concentracao: 25 %
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Repeticdo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 90 10 70 30 10 90
2 90 10 60 40 60 40
MEDIA 90 10 65 35 35 65

Tabela 15 - Mortalidade de teledginas em extrato aquoso na concentracdo de 25%

Repeticdo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Ovipostura (%) Ovipostura (%) Ovipostura (%)
1 0 40 60 (normal)
10 (inibida)
2 0 10 30 (inibida)
MEDIA 0 25 50

Tabela 16- Postura de ovos na concentracao de 25%

Eficacia do Produto = 50 %

Concentracao: 6,25 %
Repeticéo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 70 30 70 30
2 100 0 80 20 70 30
MEDIA 100 0 75 25 70 30

Tabela 17 Mortalidade de teledginas em extrato aquoso na concentracédo de 6.25%

Repeticéo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Ovipostura (%) Ovipostura (%) Ovipostura (%)
1 0 10 40 (normal)
30 (inibida)
2 0 10 70 (inibida)
MEDIA 0 10 70

Tabela 18- Postura de ovos na concentracdo de 6.25%




Eficacia do Produto = 30 %

Concentracao: 4,75 %
Repeticdo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 100 0 90 10
2 100 0 80 20 80 20
MEDIA 100 0 90 10 85 15

Tabela 19 - Mortalidade de teledginas em extrato aquoso na concentracédo de 4.75%

Repeticéo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Ovipostura (%) Ovipostura (%) Ovipostura (%)
1 0 10 50 (inibida)
2 0 30 80 (inibida)
MEDIA 0 20 65

Tabela 20 Postura de ovos na concentracao de 4.75%

Eficacia do Produto = 35 %
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Concentracao: 3,12 %

Repeticao 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 100 0 100 0
2 100 0 100 0 70 30
MEDIA 100 0 100 0 85 15

Tabela 21 - Mortalidade de teledginas em extrato aquoso na concentracéo de 3.12%

Repeticdo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Ovipostura (%) Ovipostura (%) Ovipostura (%)
1 0 10 50 (normal)
50 (inibida)
2 0 0 10 (normal)
60 (inibida)
MEDIA 0 5 65

Tabela 22 - Postura de ovos na concentracao de 3.12%

Eficacia do Produto = 35 %

Controle:
Repeticéo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 100 0 100 0
2 100 0 100 0 100 0
MEDIA 100 0 100 0 100 0

Tabela 23 - Mortalidade de teleéginas no controle
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Repeticdo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Ovipostura (%) Ovipostura (%) Ovipostura (%)
1 10 60 100 (normal)
2 10 50 100 (normal)
MEDIA 10 55 100

Tabela 24 - Postura de ovos no controle

5.2.2 Extrato bruto etandlico:

Foram utilizadas de 08 (oito) a 10 (dez) telebginas em cada tratamento.

Concentracao: 12,5 %
Repeticéo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 70 30 0 100
2 100 0 70 30 0 100
MEDIA 100 0 70 30 0 100

Tabela 25 - Mortalidade de tele6ginas em extrato etandlico na concentragdo de 12.5%

Repeticéo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Ovipostura (%) Ovipostura (%) Ovipostura (%)
1 0 0 10 (inibida)
2 0 0 10 (inibida)
MEDIA 0 0 10

Tabela 26 - Postura de ovos na concentracéao 12.5%




Eficacia do Produto = 90 %

Concentracao: 6,25 %

Repeticéo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 50 50 40 60
2 100 0 90 10 0 100
MEDIA 100 0 70 30 20 80

Tabela 27 - Mortalidade de tele6ginas em extrato etandlico na concentracéo de 6.25%

FIGURA 10 — Repeticdo 2, na concentragdo 6.25%, em 120 horas com 100% de mortalidade, onde houve
10% de postura inibida ( tabelas 27e 28).



Repeticdo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Ovipostura (%) Ovipostura (%) Ovipostura (%)
1 0 0 20 (normal)
20 (inibida)
2 0 10 10 (inibida)
MEDIA 0 5 25

Tabela 28 - Postura de ovos na concentragdo 6.25%

Eficacia do Produto = 75 %

Concentracao: 4,75 %
Repeticdo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 75 25 62 38
2 100 0 100 0 40 60
MEDIA 100 0 87.5 12.5 51 49

Tabela 29 - Mortalidade de teledginas em extrato etandlico na concentracdo de 4.75%

Repeticéo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Ovipostura (%) Ovipostura (%) Ovipostura (%)
1 0 0 60 (inibida)
2 0 0 20 (inibida)
MEDIA 0 0 40

Tabela 30 - Postura de ovos na concentragao 4.75%

Eficacia do Produto = 60 %
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Concentracao: 3,12 %

Repeticdo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 75 25 75 25
2 100 0 80 20 20 80
MEDIA 100 0 77.5 22.5 47.5 52.5

Tabela 31 - Mortalidade de tele6ginas em extrato etandlico na concentracéo de 3.12%

Repeticdo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Ovopistura (%) Ovipostura (%) Ovipostura (%)
1 0 0 37.5 (normal)
37.5 (inibida)
2 0 0 20 (inibida)
MEDIA 0 0 47.5

Eficacia do Produto = 52.5 %

Tabela 32 - Postura de ovos na concentracao 3.12%

Controle:
Repeticéo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Vivos Mortos Vivos Mortos Vivos Mortos
% % % % % %
1 100 0 100 0 100 0
2 100 0 100 0 100 0
MEDIA 100 0 100 0 100 0

Tabela 33 - Mortalidade de teledginas no controle
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FIGURA 11 — Repetigdo 2, no controle, em 120 horas com 100% de teledginas vivas, com 100% de postura
normal (tabelas 33 e 34).

Repeticdo 48 horas 72 horas 120 horas
(10/08/09) Ovipostura (%) QOvipostura (%) Ovipostura (%)
1 10 10 100 (normal)
2 0 10 100 (normal)
MEDIA 5 10 100

Tabela 34 - Postura de ovos no controle

Ao contrario do que ocorreu para a taxa de mortalidade no teste com larvas, no
teste com fémeas ingurgitadas, o extrato bruto etandlico foi o que apresentou melhor
resultado (Tabela 35). Na concentracdo de 12,5% desse extrato, a mortalidade alcangou
100% das teledginas decorridos 120 horas do teste, enquanto que para a concentragao
de 6.25%, no mesmo espac¢o de tempo, provocou uma mortalidade de teledginas de 80%.
Nesta mesma concentracdo (6.25%), o extrato aquoso,apresentou somente 30% de

letalidade para as fémeas ingurgitadas com 120 horas ap0s o teste iniciado.

A mortalidade das fémeas ingurgitadas somente foi observada ap6s 72 horas do
inicio do teste, com excec¢do do extrato aquoso que numa concentracao elevada (25%)

observou-se 10% de mortalidade das teledginas. Ressalta-se, entretanto, que nao
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testamos aquela concentracdo de 25% para 0 extrato etandlico e, portanto, ndo temos
elementos suficientes para afirmar se nesse extrato e mesma concentragcdo ocorre
gualquer mortalidade ap6s 48 horas. Podemos afirmar, por outro lado, que na
concentracao de 6.25% o extrato etandlico apresenta uma percentagem de mortalidade

cerca de 50% maior do que o extrato aquoso, decorridos 120 horas de testes.

Concentragéo Extrato AQuoso Concentragéo Extrato Etandlico
(%) 48h | 72h | 120h (%) 48h |  72h | 120h
25 10% 35% 65% 12.5 - 30% 100%
6.25 - 25% 30% 6.25 - 30% 80%
4.75 - 10% 15% 4.75 - 12.5% 49%
3.12 - - 15% 3.12 - 22.5% 52.5%
Controle | 0% | 0% | 0% | Controle | 0% | 0% [ 0%

Tabela 35 Porcentagem de mortalidade de fémeas ingurgitadas em diferentes concentra¢des e extratos.

Em relacdo a influéncia de diferentes concentracdes dos extratos na ovopostura, o
extrato aquoso mostra uma menor influéncia na inibigcdo da postura de ovos pelas fémeas
ingurgitadas (Tabela 36). A postura no extrato aquoso chega a 70%, enquanto que para o
extrato etandlico esse percentual atinge um maximo préximo de 48% apds 120 horas de
teste.

De modo geral, ha uma tendéncia do percentual de postura aumentar a medida
que diminui a concentracdo nos dois extratos, no entanto, no extrato etandlico essa

tendéncia € menor que no extrato aquoso (Tabela 36).

48



Concentragéo Ovipostura em Extrato Concentragéo Ovipostura em Extrato
(%) Aquoso (%) Etandlico
48h ‘ 72h ‘ 120h 48h ’ 72h ‘ 120h
25 0 25% 50% 12,5 0 0 10%
6.25 0 10% 70% 6.25 0 5% 25%
4.75 0 20% 65% 4.75 0 0 40%
3.12 0 5% 65% 3.12 0 0 47.5%

Controle ’ 10% ‘ 55% ‘ 100% ‘ Controle ‘ 5%

Tabela 36 - Influéncia do tipo de extrato e concentragdo na ovipostura das fémeas ingurgitadas.

10% ‘ 100%

Na tabela 37 podemos verificar a eficacia do produto em diferentes concentracdes

nos dois extratos € inversamente proporcional a postura de ovos.

Extrato Concentragéo (%) Eficacia (%)
Aquoso 25 50
6.25 30
4.75 35
3.12 35
Extrato Concentragéo (%) Eficacia (%)
Etandlico 12.5 90
6.25 75
4.75 60
3.12 52.5

Tabela 37 Eficacia dos extratos.

A Figura 12 mostra a eficacia dos extratos em relagé@o a ovipostura. De modo geral,
0 extrato etandlico apresenta eficacia superior aquele aquoso. Na concentracdo de
12,5%, por exemplo, de extrato etandlico a eficacia atinge 90%, enquanto que numa
concentracao duas vezes maior 0 extrato aquoso atinge somente 50% de eficacia. Na

concentracdo de 6,25% o extrato etanolico mostra um eficiéncia cerca de 45% maior do
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gue a do extrato aquoso. Para o extrato etandlico a eficacia apresenta uma relacédo linear
com a concentracdo, diminuindo a medida que esta também diminui (Figura 12, IlI) ao
contrario do extrato aquoso onde a eficAcia aumenta a medida que a concentracao

diminui (Figura 12, 1).

(©6) 251

A B C D ’ A B C D

(l) concentragio (| |) Concentragéo

FIGURA 12. Eficacia dos extratos em diferentes concentragdes. (I) Extrato aquoso: A= 25%, B= 6,25%, C=
4,75%, D= 3,12%. (Il) Extrato etanodlico A= 12,5%, B= 6,25%, C= 4,75%, D= 3,12%.

Nos bioensaios com teledginas feitos em extrato aquoso, com observacéo feita aos
10 dias (240 horas), verificou-se ndo haver diferenca do controle para os demais

tratamentos, pois, ainda acontecia postura em todos eles.

Nos bioensaios com teledginas feitos em extrato alcodlico, com observacao feita
aos 10 dias (240 horas), a diferenca do grupo controle é visivel, pois ainda se
encontravam individuos vivos, enquanto que nos demais tratamentos ja estavam todos

mortos.
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O que denominamos de ovipostura inibida, é quando verificamos que houve uma
interrupcdo no processo normal de postura, em relagdo ao observado nos grupos controle

(Figuras 13 e 14).

FIGURA 13 — Ovipostura inibida FIGURA 14 — Ovipostura normal
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6. DISCUSSAO

No teste com papel impregnado, as larvas de B. microplus ndo sofreram acao letal
superior a 5% diante do alcool etilico, na concentracdo de 100%. A imersdo de fémeas
causou mortalidade média geral de 55,1%, a imersdo de larvas de 40,5% e na
metodologia de papéis impregnados para larvas, causou mortalidade de 30,4% (Figura
15). A mortalidade média causada por solventes € menor nos testes com papéis
impregnados em larvas, aumentando nos testes de imersdo de fémeas. As fémeas

ingurgitadas sdo mais sensiveis aos solventes do que as larvas. (CHAGAS et al, 2003).

Tabela 3 - Comparagio de mortalidade média geral (%) dos solventes sobre Boophifus

microplis nos trés métodos utilizados,

Solventes Contate larva [miersdo larva Imersdo fémea
.i_l:n:u:nl metilico 23a iba 058
Aleoo etilico 354 [.0ha 462
Acetona 22a i%a 40.1b
DIS0 [ (W) b Tadhb fd b
Agetato de etila 27a 833b T19¢
Triton 24a nNTe 6.9 ¢
Xilol EIR 4260 981 d

Midia 304 40,5 35,1

*Media com a mesma letra, na mesma coluna, ndo sdo sigmficativamente diferentes
{p0.003)

FIGURA 15 — Comparacédo de mortalidade média geral (%) dos solventes sobre Boophilus microplus nos
trés métodos utilizados.
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A mesma situacdo foi observada neste trabalho, onde foi verificado que a
mortalidade de larvas em papel impregnados foi maior no extrato aquoso do que no

extrato etandlico.

De uma maneira geral, as fémeas se mostraram mais sensiveis aos solventes do
que as larvas, embora estas ficassem 5 minutos a mais em contato com 0s mesmos no
teste de imersdo (CHAGAS et al, 2003).. Segundo ODHIAMBO (1982), no inicio do
processo de alimentacao a espessura da cuticula aumenta, mas depois ela € esticada e
se torna de espessura igual ou parecida a da larva. Durante a alimentac&o nos ixodideos,
a sintese cuticular aumenta bastante, mas quando a cuticula esta esticada ao final deste
processo, ela volta praticamente a sua espessura original (GEROLT, 1970). Pouca
informacéo foi encontrada a respeito desse processo especificamente em B. microplus,
mas tudo indica que a espessura da cuticula ndo justificaria a maior sensibilidade das

fémeas aos solventes (CHAGAS et al, 2003).

Mesmo com a caréncia de informagfes do processo descrito acima, verificamos em
nosso trabalho que realmente ha uma sensibilidade maior de fémeas ingurgitadas a
solventes, haja vista, que a mortalidade em extrato etandlico, neste experimento, foi de

100% apods 120 horas de teste, na concentracao de 25%.

Através da Figura 16, observa-se que os 6leos essenciais foram potencializados
quando transformados em concentrados emulsionaveis, principalmente para larvas. Para
um bioativo funcionar, ele precisa ser hidrofilico e lipolitico para ser absorvido, pois todos
os artropodos tém esses dois meios de absor¢cdo. Quando um produto como um 6leo
natural estd muito concentrado, ocorre o fendmeno fisico chamado apassivacéo, onde o

produto é inicialmente absorvido, mas depois forma um filme apassivador, barrando a
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passagem do 6leo. Quando ele esta mais diluido, este filme ndo se forma e a penetracéo
ocorre mais lentamente, porém de maneira muito mais devastadora. O Oleo puro de
eucalipto € somente lipolitico possuindo assim menor absor¢do. Como concentrado
emulsionavel, tornou-se lipolitico e hidrofilico, sofrendo um equilibrio eletrénico através de
dois tensoativos. Estes reduzem o tamanho das particulas do 6leo e modificam as forgas
entre as moléculas da agua, permitindo que as moléculas dos monoterpenos penetrem
facilmente na 4gua, formando o concentrado emulsionavel. Este é mais agressivo que o
Oleo, pois as particulas estdo menores, tornando-se mais biodisponiveis para penetrar e
agir sobre B. microplus. Os concentrados emulsionaveis contendo 25% de Oleo foram
mais eficazes contra as fémeas em funcdo da presenca de um solvente, que amplia a
area de acao do produto, distribuindo os bioativos homogeneamente na cuticula. Com
relacdo a Figura 16, observa-se que os concentrados contendo 90% do 6leo tém uma
variacdo maior na eficacia ao longo das concentracdes, mas a0 mesmo tempo agem em
concentracdes menores nas larvas. Ja os concentrados com 25% de 6leo, tém sua acao
mais homogénea, mas produzem eficacia méaxima sobre as fémeas ingurgitadas somente

em concentracdes maiores (CHAGAS et al, 2002).



Tabela 1
Mortalidade (mort.) causada pelos Gleos essenciais puros e corcentrados emu siondveis (cone. 90e 25% ) das trés espéeies de eucalipto,
sobre larvas e fémeas ingurgitadas dz B. microplis (média + desvio padrao) em diferentes concentragdes  (Juiz de Fora, 2001)

Espécie LARVA FEMEAINGURGITADA
dles puro  mort,  conc. 9%  mort, dleo puro mort, cone, 25% mort.
(%) (%) (%) (%) %) (%) (%) (%)
1 0=0 * * 3 454123 * *
3 47437 * * 10 7307 * *
. citviodora 10 100+0 * * 15 Q+i9 * *
20 100+ 0 * * 20 9009 * *
30 100+ 0 * * 25 1000 * *
1 0=0 4 03+ 6.2 ] 985+2.2 0,12 H+12.6
5 0.7=035 4.9 85+ 94 10 100 +0 1.2 M5+60.8
E. globulus 10 48449 5.7 96+ 0.3 15 100 £ 0 kN T4 11,1
20 100+0 6,5 90+ (3 20 100+0 6,2 975+2.1
30 100+0 7.3 100+0 25 100+0 12,5 1000
] 40+ 5,1 0,2 E] 5 9l £31 0,12 4 +163
3 96+ 2.6 0,4 65+ 29 10 94+ 329 1.2 81 + 8.6
F. staqigeriana 10 100+ 0 0.8 91+ 34 15 100 £0 31 =15
20 100+ 0 1.6 100 +0 20 1 =0 6,2 100+ 0
30 1000 2.5 100 +0 235 100 <0 12.5 1000
controlz= 5.5+ 18 controle ER controle 0+ 0 controle 0+ 0

* tesie nde realizado . | o . )
FIGURA 16 — Mortalidade causada por 6leos essenciais em Boophilus microplus
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Figura 1
LCficacia média estimada dos concentrados emulsiondveis de £2. globdus o 12 staizeriama sobre de 2. miicropfns, em
diferentes concentragdes (%) em A, a agio do concentrado emulsionavel a Y% sobre larvas e, em B, agio do

concentrado emulsiondavel 4 2 5% sobre fGmeas ingurgitadas
FIGURA 17 — Eficacia dos concentrados sobre Boophilus microplus



Talvez possamos explicar, através dos processos descritos acima, que um bioativo
para funcionar, precisa ser lipolitico e hidrofilico para ser melhor absorvido pelos
artropodes. As biomoléculas do carpo6foro do fungo Pycnoporus sanguineus,
provavelmente possuam estas caracteristicas. De qualquer forma, podemos comprovar
que, em fémeas ingurgitadas prevaleceu a acéo do extrato etandlico e em larvas o extrato
aquoso. Quanto a eficacia do produto testado para fémeas ingurgitadas, no caso, extrato

etandlico, € inversamente proporcional a postura de ovos e diretamente proporcional a

diminuicdo da concentracao testada.
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7. CONCLUSAO

Nos bioensaios com larvas podemos concluir que:
o a melhor recomendacao para o controle, nesta fase, é o extrato aquoso;

e em todas as concentracdes testadas houve uma taxa de mortalidade superior a
68%, neste caso especifico na concentracédo de 10%;

e ficando a sugestdo para se testar uma concentracao letal, mais econémica, abaixo
desta;

e nos tratamentos a base extrato etandlico, a taxa de mortalidade nao foi superior a
6%.

¢ Nos bioensaios com fémeas ingurgitadas (teledginas) podemos concluir que:

o a melhor recomendagao para o controle nesta fase do ciclo de vida do
carrapato, € o produto a base do extrato etandlico;

o em todas as concentragfes testadas houve uma taxa de mortalidade
associada a eficacia do produto aplicado, superior a 52.5%;

o nos experimentos em que foi usado extrato aquoso, somente na
concentracdo de 25% foi observada uma eficdcia do produto de 50% e uma taxa de
mortalidade igual a 65%,

o nas outras concentracoes tanto a taxa de mortalidade quanto a eficacia do

produto néo foram superior a 35%.
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Para testes de campo, poderia ser recomendado o controle de teledginas com
extrato etandlico a concentracdo de 3.12%, pois além de ser mais econdmico, € nesta
fase que o produtor nota a infestacéo do rebanho.

O desenvolvimento de produtos que possam ser testados a campo e
comercializados a precos competitivos serdo passos a serem seguidos. Os
biocarrapaticidas tém um apelo comercial grande, permitindo controlar B. microplus de um

modo menos agressivo ao meio ambiente.
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