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RESUMO

Dentre as varias espécies de ixodideos existentes na regido neotropical,
Rhipicephalus (Boophilus) microplus e Amblyomma cajennense sao duas das que
despertam maior interesse econémico e em saude publica, ocasionando perdas na
producdo animal e atuando como vetores de agentes patogénicos. A utilizacdo de
carrapaticidas quimicos sintéticos € o método predominante no controle destes
artropodes, entretanto, o uso indiscriminado tem resultado em sérios problemas,
como a pressdo de selecdo de carrapatos resistentes, risco de intoxicagao de
animais e do homem. Uma alternativa a estes métodos tem sido o uso de
substancias de origem vegetal de pouca ou nenhuma toxidez para animais e
humanos. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
carrapaticida do timol em diferentes concentragcdes sobre larvas e ninfas de A.
cajennense e fémeas ingurgitadas e ovos de R. microplus. O estudo foi desenvolvido
no Laboratério Avancado de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brasil. No primeiro estudo (subdividido em dois experimentos) foi
avaliada a influéncia de diferentes concentracées de timol (1,0%, 1,5%, e 2,0%)
sobre os parametros biolégicos da fase nao parasitaria de fémeas ingurgitadas de R.
microplus e também sua atividade sobre ovos deste carrapato. Os seguintes
parametros bioldgicos foram observados: peso inicial (mg); peso de massa de ovos
(mg); periodo de pré-postura (dias), periodo de postura (dias), periodo de
sobrevivéncia (dias); percentual de eclosédo de larvas; indice de produgédo de ovos
(IPO), indice nutricional (IN) e eficacia do tratamento. No primeiro experimento os
parametros peso da fémea antes da postura e periodo de pré-postura néao
apresentaram diferencas significativas (p>0.05) entre os grupos. As diferentes
concentragcdes de timol causaram alteragdes nos parametros peso da massa de
ovos, periodo de postura, periodo de sobrevivéncia, percentual de ecloséo de larvas,
IPO, e IN, sendo constatadas diferengas altamente significativas entre os grupos
tratados e o controle (p<0.01). A eficacia de controle foi superior a 95% em todos os
tratamentos, chegando a 99% na concentragao de 2,0%. O percentual de ecloséo de
larvas nao foi afetado em nenhum dos tratamentos (p>0.05). No segundo estudo foi
avaliado o potencial carrapaticida do timol sobre larvas ndo ingurgitadas e
ingurgitadas e ninfas ingurgitadas de A. cajennense. Os valores referentes a
mortalidade de larvas n&o ingurgitadas foram de 18,2%, 51,8%, 97,6%, 93,5%,
94,5%, e para ninfas ingurgitadas foi de 26,0%, 92,2%; 100,0%, 100,0%, 100,0%
nas concentragdes de 0,25%; 0,5%; 1,0%; 1,5% e 2,0%, respectivamente. No teste
com larvas ingurgitadas a mortalidade foi de 100,0% em todos os tratamentos. Os
resultados encontrados no estudo demonstram que o timol possui agao
carrapaticida, interferindo na maioria dos parametros analisados para R. microplus,
apresentando também atividade acaricida sobre imaturos de A. cajennense, sendo
larvas e ninfas ingurgitadas mais susceptiveis do que larvas ndo ingurgitadas.

Palavras-chave — carrapato estrela, carrapato dos bovinos, controle alternativo.



ABSTRACT

Among the various species of Ixodidae existing in the Neotropics, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus and Amblyomma cajennense are two of the ones that arouse
more economic and public health interest, causing losses in animal production and
acting as pathogens vectors. The use of synthetic chemical acaricide is the
predominant method in controlling these arthropods; however, the indiscriminate use
has resulted in serious problems such as the pressure on the selection for resistant
ticks and the risk of animal and man toxicity. An alternative to this method has been
the use of plant origin substances with little or no toxicity to animals and humans.
The fore, this study aimed to evaluate the acaricide activity of thymol in different
concentrations on larvae and nymphs of A. cajennense and engorged females and
eggs of R. microplus. The study was conducted in the Advanced Laboratory of
Zoology at the Federal University of Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil. In the first
study (divided into two experiments) it was evaluated the influence of different
concentrations of thymol (1.0%, 1.5% and 2.0%) on the biological parameters of the
non-parasitic phase of R. microplus engorged females and also its activity on the
eggs of this tick. The following biological parameters were observed: initial weight
(mg), eggs weight mass (mg), pre-oviposition (days), oviposition period (days),
survival period (days), percentage of hatching; egg production index (IPO), nutritional
index (NI) and treatment efficacy. In the first experiment, the parameters weight of
the female before oviposition and pre-oviposition presented no significant differences
(p> 0.05) between groups. The different concentrations of Thymol caused changes in
the parameters eggs weight mass, oviposition period, survival period, percentage of
hatching, IPO, and IN, having found highly significant differences between the treated
and control groups (p <0.01) . Control efficacy was greater than 95% in all
treatments, reaching 99% at 2.0%. The percentage of hatching was not affected in
any treatment (p> 0.05). In the second study it was evaluated the acaricide potential
of Thymol on not engorged and engorged larvae and engorged nymphs of A.
cajennense. The values concerning the mortality of not engorged larvae were 18.2%,
51.8%, 97.6%, 93.5%, 94.5%, and for engorged nymphs they were 26.0%, 92.2 %
100.0% 100.0% 100.0% at concentrations of 0.25%, 0.5%, 1.0%, 1.5% and 2.0%
respectively. In tests with engorged larvae the mortality was 100.0% in all treatments.
The results found in this study demonstrate that Thymol has an acaricide action,
interfering in the maijority of the analyzed parameters for R. microplus, also showing
acaricidal activity on immature A. cajennense, being larvae and engorged nymphs
more susceptible than not engorged ones.

Keywords - star tick, cattle tick, alternative control.
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1 INTRODUGAO

Carrapatos sao ectoparasitos importantes para saude publica e animal, sendo
responsaveis pela transmissao de agentes infecciosos e por causarem injurias aos
seus hospedeiros. Dentre as varias espécies de ixodideos existentes na regiao
neotropical, Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) (ACARI,
IXODIDAE) [sinonimia Boophilus microplus] e Amblyomma cajennense (Fabricius,
1787) (ACARI, IXODIDAE) sao duas das que despertam maior interesse econdmico
e em saude publica (MARTINS et al., 2006).

Amblyomma cajennense, popularmente conhecido como carrapato estrela,
tem sua distribuigao restrita ao continente americano, sendo encontrado desde os
estados ao sul dos EUA até o norte da Argentina, incluindo algumas ilhas do caribe
(GULGLIELMONE et al., 2006), estando amplamente distribuido no territdrio
nacional (OLIVEIRA, 2004). Os equinos sdo seus principais hospedeiros, porém
apresentam baixa especificidade parasitaria, podendo parasitar outros animais como
cervideos, bovideos canideos domésticos e silvestres e inclusive roedores e aves
silvestres (GUIMARAES et al., 2001). Sua importancia médico-veterinaria é
caracterizada pelos danos diretamente causados a animais de produgdo como
espoliacdo sanguinea e suas consequéncias e danos indiretos como a transmisséo
de agentes patogénicos e gastos associados ao seu controle. A. cajennense
também assume importante papel na saude publica, sendo a principal espécie de
ixodideo que parasita 0 homem na regido Neotropical e o principal vetor da bactéria
Rickettsia rickettsii, agente causal da febre maculosa (GUEDES et al.,, 2005;
GULGLIELMONE et al., 2006).

Rhipicephalus (B.) microplus, conhecido vulgarmente como carrapato dos
bovinos € a espécie que desperta o maior interesse econdmico, a ponto de
centralizar a atengcdo de industrias de carrapaticidas, 6rgdos governamentais e
instituicbes de pesquisa (MARTINS et al., 2006). O parasitismo deste carrapato pode
causar prejuizos diretos devido a espoliagdo sanguinea e suas consequéncias e
indiretos como transmissdo de agentes patogénicos, gastos com medicamentos e
mao-de-obra especializada (FURLONG et al., 2004). Estima-se que no Brasil as
perdas econdmicas causadas por este ixodideo cheguem a dois bilhdes de ddlares
anuais (GRISI et al., 2002).
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A utilizagdo de carrapaticidas sintéticos, apesar de apresentar significativa
contribuigdo no controle destes animais, vem acarretando sérios problemas devido
ao uso indiscriminado e sem critérios técnicos. Esta pratica vem resultando na
selecao de populagdes de carrapatos resistentes, aumentando o risco de intoxicacao
de animais e do homem; poluicdo do ambiente e alimentos e aumento no custo de
produgéo (ROCHA, 1996; FURLONG et al., 2004). Dessa forma, torna-se necessaria
a busca de novas alternativas que possam ser empregadas em programas de
manejo integrado para controle destes artropodes, minimizando impactos
anteriormente citados.

Com isto, existe crescente demanda por busca de novas alternativas no
controle de pragas, visando a utilizagdo minima de produtos quimicos sintéticos,
com intuito de diminuir a quantidade de residuos no ambiente. Neste sentido, a
busca por extratos vegetais com propriedades praguicidas vém se intensificando nas
ultimas décadas e ganhando cada vez mais espago, por representar menor risco de
contaminagao ao ambiente e por causar menos pressao de selecao de populacdes
de carrapatos mais resistentes (BALADRIN et al., 1985; ROEL, 2001; CHAGAS,
2004).

O timol é um monoterpendide, encontrado em plantas do género Thymus e da
familia Lamiacea, que ja teve seu potencial inseticida, moluscicida e acaricida
evidenciado por diferentes autores (INDORF et al., 1995; MANSOUR et al., 2000;
FERREIRA, 2009). Entretanto, sua atividade carrapaticida sé foi demonstrada
recentemente, onde foi constatada a atividade carrapaticida do timol sobre larvas de
R. (B.) microplus e larvas e ninfas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1806) (NOVELINO et al., 2007; DAEMON et al., 2009; MONTEIRO et al.,
2010).

Com isso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
carrapaticida de diferentes concentracdes de timol sobre fémeas ingurgitadas e ovos
de R. (B.) microplus e sobre larvas e ninfas ingurgitadas e nao ingurgitadas de A.

cajennense.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)

Amblyomma cajennense € encontrado frequentemente infestando equideos,
que sao seus hospedeiros preferenciais. Porém devido sua baixa especificidade
parasitaria, principalmente dos estagios imaturos, pode infestar outros mamiferos
como bovideos, cervideos, canideos domésticos e silvestres, além de aves e do
proprio homem, podendo sobreviver em algumas regides parasitando varias
especies de animais silvestres, principalmente em areas onde a vegetagao € densa,
as quais estes hospedeiros silvestres frequentam com mais assiduidade (OLIVEIRA,
2004).

Este carrapato esta presente do sul dos Estados Unidos ao norte da
Argentina. No Brasil, é encontrado com frequéncia em todos os estados da regiao
sudeste e centro oeste, porém com distribui¢cdo limitada nas demais regides (VIEIRA
et al., 2004). No Brasil, estudos demonstraram que A. cajennense ocorre o ano todo
em pastagens, mas ha picos distintos de predominéancia de larvas, ninfas e adultos.
Estudos sobre variagdo sazonal demonstram que em umidades e temperaturas
menores (estagdes frias) prevalecem ninfas e larvas, e adultos em umidades e

temperaturas mais elevadas (estagdes quentes). (PINNA et al., 2004).

Figura 1 - Distribuicdo de Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) segundo unidades

federativas do Brasil. Reproduzido: Vieira et al. (2004).
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Amblyomma cajennense € um carrapato trioxeno, ou seja, para completar seu
ciclo sdo necessarios trés hospedeiros. A primeira fase do ciclo se inicia com a
queda da fémea ingurgitada, que no solo procura abrigo para comegar a oviposi¢ao.
De acordo com o microclima a postura pode se iniciar apds 12 dias e durar cerca de
25 dias, sendo colocado uma meédia de 5000 a 8000 ovos, que incubam em um
periodo de 30 dias. A porcentagem das larvas eclodidas € em média de 95%, e
estas podem permanecer em jejum por meses no ambiente até que encontrem um
hospedeiro (LEITE et al., 1998; GUIMARAES et al., 2001; OLIVEIRA, 2004; VIEIRA
et al., 2004; PRATA, 2005). Durante esse periodo as larvas sobem e descem na
vegetacado de acordo com a umidade e temperatura, pois esse estadio possui menor
resisténcia a fatores ambientais. Apds encontrarem o primeiro hospedeiro as larvas
iniciam o repasto sanguineo e por volta de cinco dias apds este periodo elas
desprendem-se e vao para vegetacdo onde buscam abrigo para a realizagédo da
muda para o estadio de ninfa (LEITE et al., 1998; GUIMARAES et al., 2001;
OLIVEIRA, 2004; VIEIRA et al., 2004; PRATA, 2005). Essas podem permanecer em
jejum por volta de um ano até encontrar o hospedeiro. As ninfas se alimentam
durante cinco a sete dias e em seguida desprendem-se para que ocorra a muda,
dando origem a machos e fémeas. Ao encontrar o hospedeiro, as fémeas se fixam e
iniciam o repasto sanguineo, momento este em que ocorre a copula. Em seguida,
segue-se 0 processo de ingurgitamento e a fémea ingurgitada desce ao solo para
iniciar o processo de oviposigao, dando inicio a uma nova geragao (LEITE et al.,
1998; GUIMARAES et al., 2001; OLIVEIRA, 2004; VIEIRA et al., 2004; PRATA,
2005).

A importancia deste ixodideo deve ser levada em conta, pois essa espécie de
carrapato é transmissora da bactéria R. rickettsii (HARRISON et al., 2002; SOUZA et
al., 2004) agente etioldgico da febre maculosa. Esta € uma doenca infecciosa e que

se desenvolve em carater endémico (SANGIONI, 2003).

2.2 Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini 1888)

Do ponto de vista econémico R. (B.) microplus, conhecido como carrapato

dos bovinos, € o mais importante da regido Neotropical e do mundo, causando
grandes prejuizos a pecuaria (PASSEADOR et al., 2003; MARTINS et al., 2006;
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JONSSON; FLAUTISTA 2007). Espécie de origem asiatica, mais precisamente da
india e llha de Java, podendo ser encontrada em areas tropicais e subtropicais.

Os problemas causados pelo carrapato aos bovinos sao: ingestdo de sangue
(uma fémea pode aumentar em 200 vezes o seu tamanho) que, dependendo da
infestacao, pode comprometer a producéo de carne e leite; inoculagcédo de toxinas no
hospedeiro promovendo diversas alteragcbes e consequéncias fisioldgicas; reducao
na qualidade do couro do animal e transmissdo de agentes infecciosos,
principalmente as Babesias, responsaveis pela "tristeza parasitaria bovina". Esta
enfermidade apresenta-se, em certas regides, como séria causa de prejuizo a
criacdo bovina, principalmente nos nucleos de ragas européias de corte e leite. Além
desses danos diretos, considerados prejudiciais a bovinocultura, existem aqueles
indiretos, que sdo resultantes da mao-de-obra necessaria para o controle desse
parasito, assim como as demais despesas com constru¢des, compra de aspersores
ou manutengao de banheiro e aquisicao de carrapaticidas (GOMES, 1998).

Este parasito utiliza somente um hospedeiro em seu ciclo evolutivo e
apresenta duas fases: a fase nao parasitaria, que se realiza no solo e na vegetagao,
e a fase parasitaria, realizada no corpo do hospedeiro. A fase n&o parasitaria,
resumidamente, comega com a fémea fecundada e ingurgitada caindo ao solo para
realizar a postura e a fase parasitaria, com duragao média de 21 dias, inicia-se com
a fixagado das larvas em um hospedeiro suscetivel e termina quando as fémeas
fecundadas e ingurgitadas desprendem-se desse hospedeiro. O inicio e o término do
ciclo dao-se quase sempre no pasto, onde geralmente se integram o parasito e 0
hospedeiro. Neste ambiente, varios sdo os fatores (clima, vegetagdao, densidade
animal, raga etc.) que influenciam na sobrevivéncia do carrapato. Devido ao pouco
conhecimento dos produtores, em especial, de sua biologia e dos componentes do
seu ecossistema, o combate tem sido feito, na maioria das vezes, de forma
inadequada, restringindo-se quase que exclusivamente a sua fase parasitaria
(GOMES, 1998).

2.3 Controle de carrapatos com substancias de origem vegetal
O uso de extratos vegetais tem sido uma alternativa no controle de pragas,

tendo em vista principalmente a grande diversidade vegetal brasileira, cuja flora é
uma das mais ricas do mundo (JACOBY et al., 2002).
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Segundo Roel (2001), determinados derivados boténicos podem causar
diversos efeitos como repeléncia, inibicdo de oviposicdo e da alimentacao, alteragao
no sistema hormonal, causando disturbios no desenvolvimento, deformacgdes,
infertiidade e mortalidade nas diversas fases de ixodideos. Sousa et al. (2008)
observaram que para larvas R. microplus extratos oleosos de frutos verdes e
maduros de Cinamomo (Melia azedarach) causaram mortalidade de 100% nas
maiores concentragdes ( 0,25% a 0,0156%) uitlizadas no estudo. Calea serrata
(Asteraceae) é outro exemplo de espécie vegetal brasileira que foi utilizada no
estudo feito por Ribeiro et al. (2007) sobre larvas de R. sanguineus e ovos de R.
microplus; os resultados obtidos demonstraram toxidez para ambos.

No Brasil, as principais espécies de eucaliptos que tém seus 6leos essenciais
(metabdlitos secundarios) comercializados sao Eucalyptus citriodora, Eucalyptus
globulus e Eucalyptus staigeriana (Myrtaceae). Em estudo desenvolvido por Chagas
et al. (2002), constatou-se que o Oleo essencial de E. citriodora e E. staigeriana
mataram 100% das larvas do carrapato dos bovinos a uma concentragao de 10%.
No caso de fémeas ingurgitadas, o 6leo essencial de E. citriodora teve eficacia
maxima na concentracdo de 25%. Clemente et al. (2010), testaram as
concentragbes de 50; 25; 12,5 e 6,25% do d6leo essencial de E. citriodora sobre
larvas e fémeas ingurgitadas do carrapato dos bovinos e a eficacia foi de 93,9; 80,2;
722 e 496 e de 884; 22,2; 0 e 0, para fémeas ingurgitadas e larvas,
respectivamente.

Segundo Silva et al. (2007), tanto para a espécie R. sanguineus quanto para
R. microplus, o capim santo foi estatisticamente superior em relagdo ao neem sobre
fémeas ingurgitadas, demonstrando estas uma baixa eficiéncia reprodutiva. Essa
reducdo ocorreu provavelmente pela capacidade desta planta em interferir na
oviposicao e fecundagao das fémeas ingurgitadas. O extrato de neem ja foi avaliado
em campo por Weeb & David (2002), que chegaram a conclusdo que este
representa uma alternativa em potencial para o controle de diversas espécies de
carrapatos. O neem (Azadirachta indica) (Meliaceae) pode se tornar importante para
o controle, pois tem largo espectro de acdo, ndo tem acao fitotdxica, sendo
praticamente atoxica ao homem e nao agride o0 meio ambiente. Em varias partes do
mundo trabalhos com A. indica tem demonstrado agdo repelente contra varias
espécies de artropodes (SABER et al., 2004; BARNARD; XUE, 2004). O capim

santo (Cymbopogon citratus) (Poaceae) rico em citronelal, também €& uma
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alternativa, devido a comprovagao de atividades anti-helmintica, antibacteriana,
antifungica, inseticida, diurética e anticarcinogénica (RAJAPAKSE; VANEMDEN,
1997; SCHUCK et al., 2001; CIMANGA et al., 2002; PUATANACHOKCHAI et al.,
2002). Outro exemplo € Cymbopogon nardus uma substancia que também é rica em
citronelal. Tal substancia foi avaliada por Olivo et al. (2008), onde foram utilizadas
fémeas ingurgitadas de B. microplus, foram feitos dois experimentos com sete ( 0;
0,5; 1,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0% ) e nove ( 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 10,0; 25,0; 50,0;
100% ) concentragbes, com os seguintes resultados respectivamente ( 0; 44,2;
92,1; 85,6; 87,8; 87,0; 88,9 ) e (0,7; 2,8; 51,6; 79,3; 81,0; 87,1; 86,7; 89,5% ),
demonstrando assim que o Oleo de citronela utilizado nesse estudo apresenta
atividade acaricida, sendo assim C.nardus pode ser considerado como mais uma
alternativa no combate contra esses carrapatos. Um estudo realizado por Martins
(2006) utilizando Cymbopogon winterianus Jowitt (Citronela de Java) em fémeas
ingurgitadas e larvas de B.microplus, avaliando a mortalidade como também a
postura e a eclosdo das larvas. Foi observado que em diferentes concentragdes
dessa substancia obtiveram mortalidade tanto para larvas quanto para teledginas,
inibindo também a postura e a ecloséo das larvas.

Outro exemplo é a utilizagao do timbd, com registros na literatura de éxitos no
controle de ectoparasitos de animais de interesse zootécnico (PEREIRA; FAMADAS,
2004). No trabalho realizado por Pereira & Famadas (2004) foi testada a eficiéncia
de extratos das raizes de Dahlstedtia pentaphilla (Leguminosae, Papilionoideae,
Milliettiae) sobre B.microplus, comprovando que a substancia causa mortalidade. A
mortalidade das fémeas ingurgitadas expostas a extratos de plantas com
propriedades carrapaticidas varia de acordo com a espécie de planta, solventes

utilizados para a extragao e concentragao do extrato.

2.4 Controle de diferentes pragas utilizando o timol

A maioria das plantas produz compostos toxicos e defensivos, e os
metabdlitos secundarios de plantas tém sido utilizados como pesticidas ou modelos
para pesticidas sintéticos, como o toxafeno, piretrinas, nicotina e a rotenona. Os
monoterpenos (terpendides) sdo metabdlitos secundarios das plantas, isto é,

aquelas nao utilizadas para o metabolismo, mas para outros propdsitos,
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principalmente defesa. Esses compostos interferem nos ciclos metabdlicos ou
processos fisiolégicos que podem causar interferéncia téxica nas fungbes
bioquimicas e fisiolégicas de insetos herbivoros (RICKLEFS, 1983). No entanto, a
maioria dos monoterpenos é pouco téxica (dentro das primeiras 72h depois da
aplicagdo) para os mamiferos. Alguns monoterpenos tém sido considerados
alternativas em potencial aos inseticidas comerciais sintéticos, Demonstrando a
auséncia de toxidez para alguns deles, vem, sendo utilizados em muitos produtos de
uso humano como: condimentos artificiais, perfumes e em inumeras formulagdes de
expectorantes, descongestionantes, analgésicos externos e anti-sépticos (CHAGAS
et al., 2002).

E um exemplo de terpeno o timol (=5metil-2-isopropil-1fenol), com sua
eficacia comprovada contra pragas. Essa substancia € um monoterpendide volatil,
refringente, de odor caracteristico, comum em um grande numero de plantas
aromaticas (BUDAVARI, 1989). Estudos com timol contra o acaro Acarapis woodi
Rennie, 1921 tém mostrado o potencial toxico de tal substancia, sem causar danos
significantes as abelhas (HIGES; LLORENT, 1996). Sua atividade acaricida também
foi demonstrada por Castagnino (2008) sobre infestagcao de acaros Varroa destructor
em colonias de abelhas Apis mellifera africanizadas, onde foi avaliado os efeitos do
timol em relacdo a mortalidade tanto dos acaros quanto das abelhas. Foi observado
que o timol promoveu a mortalidade do acaro a partir de 10 pL, reduzindo a
mortalidade de crias quando parasitadas pelo acaro e na infestagao de V. destructor
em crias. A atividade inseticida também merece ser destacada: a utilizagcdo do timol
foi demonstrada sobre Culex pipiens (Linnaeus, 1758) por Mansour et al. (2000).
Esses autores observaram que o timol apresentava efeito sinérgico com o malation,
um inseticida comercial do grupo dos organofosforados. O timol também demonstrou
atividade inseticida sobre larvas de quarto instar desse inseto (TRABOULSI et al.,
2002).

Além das atividades acaricidas e inseticidas deste monoterpeno, sua
atividade moluscida também pode ser destacada. O estudo realizado por Ferreira et
al. (2009) no qual foi observado o efeito do timol sobre a eclodibilidade,
sobrevivéncia apds eclosdo, crescimento e a reprodugdo do molusco terrestre
Subulina octona (Brugtiére, 1789), demonstrou que o timol (5g/L e 2,5g/L) atuou

como ovicida, inibindo a eclosdo em 98%. O timol também demonstrou eficacia na
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mortalidade de jovens de 10 dias de vida deste molusco, onde foi observado uma
mortalidade de 20 e 22,5% nos tratamentos de 5g/L e 2,5¢g/L respectivamente.

2.5 Atividade carrapaticida do Timol

A utilizagdo de carrapaticidas sintéticos € o modo tradicional de controle de
ixodideos, entretanto ja existem diversos relatos de populagdes de algumas
espécies resistentes a diferentes bases quimicas disponiveis no mercado (MILLER
et al., 2001; MARTINS et al., 2006; BORGES et al., 2001). Somado ao problema da
resisténcia, existe crescente demanda por busca de novas alternativas no controle
de pragas, visando a utilizagdo minima de quimicos, com intuito de diminuir a
quantidade de residuos no ambiente (BALADRIN et al., 1985; CHAGAS, 2004).

O efeito carrapaticida do timol s6 foi demonstrado recentemente por
NOVELINO et al. (2007a) que demonstraram que a concentragao de 1% de timol foi
capaz de causar mortalidade de 100% em larvas de R. (B.) microplus. DAEMON et
al. (2009) avaliaram o efeito de diferentes concentragcdes de timol sobre larvas nao
ingurgitadas e ingurgitadas de R. sanguineus, e constaram que a concentragdo de
2,0% resultou na mortalidade de 37 % e 100% das larvas nao ingurgitadas e
ingurgitadas, respectivamente. A eficiéncia do timol também foi demonstrada nos
estagios de ninfas e fémeas ingurgitadas de R. sanguineus por Monteiro et al.
(2009), onde foi observado que os grupo tratados com as concentra¢des de 0,5%,
1,0%, 1,5% e 2,0% resultaram em mortalidade de 100% diferindo significativamente
(p <0.01) do grupo de controle para ninfas ingurgitadas. Para fémeas a concentragao

que apresentou melhor eficiéncia foi a de 2,0%.
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SECAO |

Atividade carrapaticida e ovicida do timol sobre fémeas ingurgitadas e ovos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (ACARI, IXODIDAE).

RESUMO

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar a influéncia de diferentes
concentragbes de timol sobre os parametros biolégicos da fase nao parasitaria de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e também sua atividade
sobre ovos deste carrapato. Para realizacdo do primeiro experimento foram
formados quatro grupos, contendo cada um 20 fémeas ingurgitadas, as quais foram
imersas por 5 minutos em diferentes concentragdes de timol (1,0%, 1,5%, € 2,0%) e
um grupo de controle (agua + DMSO 1%). Os seguintes aspectos biologicos foram
avaliados: peso inicial (mg); peso de massa de ovo (mg); periodo de pré-postura
(dias), periodo de postura (dias), periodo de sobrevivéncia (dias); percentual de
eclosdo de larvas; indice de producdo de ovos (IPO), indice nutricional (IN) e
eficacia do tratamento. No segundo experimento, foram borrifadas solugdes de timol
sobre as massas de ovos (50 mg), sendo formado 3 grupos, cada um tratado com
uma concentragao de timol (1,0, 1,5 e 2,0%), e um grupo controle (4gua+DMSO
1%). Para cada grupo foram feitas 10 repetigcdes e o percentual de eclosao de larvas
foi avaliado apos 21 dias. As médias de peso das fémeas antes da postura e periodo
de pré-postura nao apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre os grupos
como esperado. As diferentes concentracbes de timol causaram alteragbes nos
parametros peso da massa de ovos, periodo de postura, periodo de sobrevivéncia,
percentual de eclosdo de larvas, indice de produgdo de ovos (IPO) e indice
nutricional (IN), sendo constatadas diferengas significativas entre os grupos tratados
e o controle (p<0,01). A eficacia de controle foi superior a 95% em todos os
tratamentos, chegando a 99% na concentragdo de 2,0% de timol. No segundo
experimento, o percentual de eclosdo de larvas ndo foi afetado em nenhum dos
tratamentos (p>0,05). Estes resultados demonstram que o timol possui acgao
carrapaticida sobre a maioria dos parametros analisados das fémeas ingurgitadas,
entretanto, o mesmo nao foi observado em relagcdo aos ovos, uma vez que O
percentual de eclosao nao foi afetado.

Palavras-chave: carrapato dos bovinos; controle alternativo; Thymus sp.
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INTRODUGAO

Do ponto de vista econdmico, Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini
1888) (ACARI, IXODIDAE) conhecido como carrapatos dos bovinos é o mais
importante da regido Neotropical e um dos mais importantes do mundo (WALKER et
al., 2003; MARTINS et al., 2006; JONSSON; PIPER 2007). No Brasil, baseado em
estimativas atuais, as perdas econdmicas causadas por este ixodideo chegam a
dois bilhdes doélares por ano (GRISI et al., 2002).

A utilizacdo de carrapaticidas € o principal meio de controle deste parasito,
porém, a maioria dos produtores ndo tem conhecimento sobre aspectos importantes
da biologia deste carrapato, suas interagdes ecolégicas com o hospedeiro e
ambiente e sobre métodos seguros e adequados para manusear os equipamentos
usados no tratamento dos animais (FURLONG et al., 2004; LABRUNA, 2008). Deste
modo, os resultados esperados no combate contra esse artropode ndo sao obtidos,
assim o produtor comega a executar com maior frequéncia o tratamento dos
animais, seguido de troca indiscriminada de acaricidas (MARTINS et al., 2006;
FURLONG et al., 2007). Com isso, o uso excessivo de carrapaticidas, sem se
compreender aspectos sobre a epidemiologia do carrapato dos bovinos, somado as
falhas na deteccao de resisténcia, levou a selegao de carrapatos resistentes a quase
todas as bases quimicas presentes no mercado (FURLONG et al., 2007).

O uso de substancias extraidas de plantas se tornou uma alternativa entre a
comunidade cientifica devido as inumeras vantagens, quando comparada ao uso de
substancias tradicionais: inseticidas naturais sao obtidos de recursos renovaveis, se
degradam rapidamente, deixam poucos residuos no alimento e ambiente e sua
utilizagado pode diminuir o custo de produgédo (BALADRIN et al., 1985; CHAGAS,
2004).

Levando em conta os efeitos nocivos causado pelo parasitismo do carrapato
bovino e a séria realidade sobre a resisténcia aos acaricidas quimicos, como
também a pressdo que o mercado de produtos livre de residuos impde, pesquisas
tém sido realizadas, com o objetivo de avaliar a eficacia do timol, um
monoterpendide encontrado em algumas espécies de plantas da familia Lamiacea,
utilizado em estudos para controle do carrapato dos bovinos e de outras espécies de
ixodideos de importédncia econ6mica. Este monoterpeno ja teve seu potencial

inseticida, bactericida, fungicida, e moluscida comprovado por diferentes autores
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(IMDOREF et al.,1995; MANSOUR et al.,, 2000; FERREIRA et al., 2009), entretanto
sua atividade carrapaticida s6 foi demonstrada recentemente para larvas nao
ingurgitadas do carrapato dos bovinos (NOVELINO et al. 2007 a, b) e para larvas e
ninfas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1906) (Acari: Ixodidae)
(DAEMON et al., 2009; MONTEIRO et al., 2009). Sua atividade repelente sobre
larvas da espécie de carrapato bovino, também foi demonstrada por
Novelino et al. (2007b). Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia
de diferentes concentragbes de timol sobre parametros bioldgicos da fase néo
parasitaria de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus e também sua atividade

sobre ovos desse carrapato.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Artropodes Parasitos, situado no
Laboratério Avangado de Zoologia do Departamento de Zoologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais. Para a realizacdo do trabalho, foi utilizada
uma populagdo de R. (B.) microplus com diferentes graus de resisténcia as bases
quimicas comerciais, originada do municipio de Campina Verde, Minas Gerais,
cedida pelo Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite de Juiz de Fora,
Minas Gerais.

Devido a baixa solubilidade em agua, com a utilizagdo de uma placa
aquecedora, as solugdes de timol foram emulsionadas sob aquecimento (60°C) em
dimetilsulfoxido aquoso (DMSO 1%) (Figura 1).

Figura 1 - Timol sendo
emulsionado com auxilio
de placa aquecedora.
Arquivo do autor.
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Experimento 1

Para a execucgao desse experimento, 80 fémeas foram pesadas e separadas
em quatro grupos (cada fémea uma repeticao), e entdo submetidas a imerséo por 5
minutos em solugdo de timol comercial a 10% de pureza nas concentragdes de
1,0%, 1,5%, e 2,0%, de acordo com Drummond et al. (1973), sendo formado
também grupo controle (agua + DMSO 1%). Apos a imers&o, com auxilio de fita
adesiva, as fémeas ingurgitadas foram fixadas em decubito dorsal, em placas de
Petri devidamente identificadas (Figura 2) e acondicionadas em estufa climatizada a
2711°C e UR>80+10% para verificagdo dos seguintes parametros: peso inicial (mg);
peso de massa de ovos (mg); periodo de pré-postura (dias), periodo de postura
(dias), periodo de sobrevivéncia (dias); percentual de eclosédo de larvas; indice de
produgéo de ovos (IPO) (BENNETT, 1974), indice nutricional (IN) (BENNETT, 1974)
e eficacia de tratamento (DRUMMOND et al., 1973).

Figura 2 - Fémeas ingurgitadas R. (B.)
microplus fixadas com auxilio de fita adesiva em
placa de Petri. Arquivo do autor.

Experimento 2

Para execucdo da segunda fase, fémeas ingurgitadas foram acondicionadas
em placas de Petri, em grupos de cinco, e mantidas em estufa climatizada a 27£1°C
e UR>80£10%. O processo de postura foi verificado diariamente para identificar a
data inicial, e depois de quatro dias, as massas de ovos foram pesadas, divididas
em aliquotas de 50 mg e colocadas em placas de Petri forradas com papel de filtro
(Figura 3) (cada aliquota = uma unidade experimental), sendo formado 4 grupos,

cada um com dez repeti¢des.
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Figura 3 — Massa de ovos de R. (B.) microplus em placa de Petri
forrada com papel de filtro. Arquivo do autor.

Na sequéncia, solugdes de timol (1,5 ml) nas concentragdes de 1,0%, 1,5%, e
2,0%, e o controle (agua+DMSO 1%) foram borrifadas sobre massas de ovos.
Depois de 10 minutos, as massas de ovos foram colocadas em tubos de ensaio
devidamente identificados, vedados com algoddo hidrofilo (Figura 4) e
acondicionados em camara climatizada, sob as mesmas condigdes citadas

anteriormente. Apés 21 dias, foi avaliado o percentual de ecloséo de larvas.

Figura 4 — Massa de ovos de R.
(B.) microplus em tubo de ensaio.
Arquivo do autor.
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Anadlise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o software Biostat versdo 5.0. Os
valores adquiridos em porcentagem foram transformados em varco seno de x. Os
valores referentes as médias de cada parametro dos diferentes grupos foram
analisados por ANOVA e Teste de Tukey (p<0,05). No caso de distribuicdo nao
paramétrica, os valores foram comparados pelos testes de Kruskal Wallis e Student
Newman Keulls (p<0,05).

RESULTADOS

Os resultados do primeiro experimento estao representados nas Tabelas 1 e
2 e Figura 5. Nao foram constatadas diferengas significativas nas médias de peso
inicial entre os diferentes tratamentos (p>0.05). Em relacdo aos parametros peso da
massa de ovos, IPO e IN, os valores obtidos para os grupos tratados com as
concentragbes de 1,0%, 1,5% e 2,0% variaram de 12,72 a 16,62 mg, 17,32 a
18,42% e 24,72 a 25,15%, respectivamente, apresentando diferenga significativa
(p<0,01) em relagéo ao do grupo controle (119,82 mg, 59,16%, e 74,16%) (Tabela

1),

Tabela 1 — Peso antes do inicio da postura, peso de massa de ovos, indices de producao de
ovos (%IPO), e nutricional (%IN) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus tratadas com diferentes concentracdes de timol em condigcbes de laboratério
(27£1°C e UR> 80 10%).

Tratamentos Peso inicial Peso da massa Indice de Indice nutricional (%)

(mg) de ovos (mg) producgao de
ovos (%)
Controle (4gua  204,05°+35,43 119,82%+£19,62 59,16°+7,51 74,16°+10,88 (18)

+ DMSO 1%) (18) (18) (18)

Timol 1.0 % 202,56°+23,84 16,62°+28,36 17,32°+16,13 24,72°+20,81
(20) (20) 9) 9)

Timol 1.5 % 204,20°+26,64 14,67°+24,11 16,53%+13,51 26,52°+18,42
(20) (20) 9) 9)

Timol 2.0% 201,09°+33,79 12,72°+29,33 18,42°+17,24 25,15"°+23,06
(20) (20) (7) (6)

Teste ANOVA ANOVA/Tukey Kruskal— ANOVA/Tukey

Wallis/Student—

estatistico Newman—Keuls

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.
(...) — tamanho da amostra.
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Os periodos de pré-postura dos grupos tratados nédo apresentaram diferengas
significativas em relagdo ao controle (p>0,05). Entretanto, os periodos de postura e
sobrevivéncia dos grupos tratados variaram de 4,50 a 5,50 dias e de 11,10 a 13,50
dias, sendo constatadas diferencas significativas (p<0,01) dos valores obtidos para o
grupo controle (13,89 e 17,44 dias). O percentual de eclosédo de larvas nas
concentracbes de 1,0; 1,5 e 2,0% de timol foram de 12,44; 11,60 e 11,33%,
respectivamente, apresentando diferengas significativas (p<0,01) em relagdo aos
valores obtidos para o grupo controle (91,64%).

A melhor eficacia de tratamento foi de 99%, obtida com a concentragao de
2,0% de timol; nas demais concentracdes (1,0% e 1,5%) a eficacia foi 98%. Cabe
destacar que a eficacia foi superior a 95% em todos os tratamentos.

Os dados referentes ao segundo experimento séo apresentados na Tabela 3.
O percentual de ecloséo das larvas dos grupos tratados variou de 93,8% a 95,3%,
sendo estatisticamente semelhante (p>0,05) ao valor obtido para o grupo controle
(96,3%).

Tabela 2 — Periodo de pré-postura, periodo de postura, periodo de sobrevivéncia, e
percentual de eclosdo de larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratadas com
diferentes concentracdes de timol em condigdes de laboratério (27+1°C e UR> 80 10%).

Tratamentos Pré - postura Periodo de Periodo de Ecloséo (%)
postura sobrevivéncia
Controle (agua 2,00°+0,00 13,89%+1,41 17,44%+4,23 91,64%+9,08
+ DMSO 1%) (18) (18) (18) (18)
Timol 1.0 % 2,55%+1,33 4,50°+2,50 13,10°+5,43 12,44°+26,11
) (8) (20) 9
Timol 1.5 % 2,30°+0,67 4,75°+3,01 11,55°+3,74 11,60°+25,74
©) (8) (20) 9)
Timol 2.0% 2,33%+0,81 5,50°+3,51 11,50°+4,99 11,33°+26,31
) (6) (20) (6)
Teste Kruskal-Wallis ANOVA/Tukey ANOVA/Tukey Kruskal—
e Wallis/Student—
estatistico

Newman—Keuls

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.
(...) — tamanho da amostra.
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Figura 5 - Percentual de controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tratados com concentragdes diferentes de timol em
condig¢des de laboratério (27+1°C e UR> 80 10%).

Tabela 3 — Percentual de ecloséo de larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus que originaram
de ovos tratados com concentracdes diferentes de timol em condi¢des de laboratério (27+1°C e UR>

80+10%).
Tratamentos Controle (agua Timol 1.0 % Timol 1.5 % Timol 2.0%
+ DMSO 1%)
Ecloséao (%) 96,3°+2,4 (10) 94,0°+5,9 (10) 95,3°+6,0 (10) 93,8%+4,2 (10)

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.
(...) — tamanho da amostra.

DISCUSSAO

Existe uma correlacdo entre o peso da fémea antes da postura e os
parametros referentes a esse processo (BORGES et al., 2001; SANTOS,
FURLONG, 2002). A inexisténcia de diferenca estatistica entre o peso inicial de
fémeas ingurgitadas dos diferentes grupos evidéncia que as alteragbes nos outros
parametros analisados estéo relacionadas com a agéo do timol (Tabela 1).

A maioria dos parametros analisados foi afetada pela acdo do timol. Os
valores referentes ao peso da massa de ovos, IPO e IN obtidos para os grupos
tratados foram inferiores aos observados para fémeas do grupo controle,
demonstrando que esse monoterpeno apresentou acado carrapaticida sobre o

processo de oviposigao, interferindo no processo de conversdao de sangue ingerido
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em ovos (Tabela 1). Monteiro et al. (2009) avaliaram a atividade carrapaticida de
diferentes concentragdes de timol (0,25%; 0,5%; 1,0%; 1,5%; e 2,0%) sobre fémeas
de R. sanguineus e constataram que o peso de massa de ovos, IPO e IN n&o foram
afetados em nenhum dos tratamentos.

Assim como foi observado por Monteiro et al., (2009), o uso de diferentes
concentragcdes de timol ndo causou alteracbes durante o periodo de pré-postura
(Tabela 2) dos diferentes grupos, demonstrando que este monoterpeno
aparentemente nao interfere no inicio do processo de oviposi¢do. No presente
estudo, periodos de postura e de sobrevivéncia das fémeas de todos os grupos
tratados foram afetados, porém, a reducéo do periodo de postura foi mais acentuada
(Tabela 2), sendo observado que muitas fémeas continuavam vivas, mas nao
produziam ovos. Esses parametros nao foram analisados por Monteiro et al., (2009),
portanto uma comparagao com tal estudo ndo pode ser realizada.

No primeiro experimento, os percentuais de eclosdo de larvas de todos os
grupos tratados foram afetados, apresentando valores inferiores ao encontrados
para o grupo controle (Tabela 2), fato que nao foi observado no estudo realizado por
Monteiro et al., (2009). Entretanto, no segundo experimento, quando os ovos foram
tratados diretamente, o timol ndo afetou significativamente esse parametro, nos
quais valores semelhantes para o percentual de eclosdo tanto nos tratamentos
quanto no grupo controle foram observados (Tabela 3). Deste modo, pode-se
deduzir que o timol ndo apresentou ag¢ao ovicida sobre a incubacado dos ovos, mas
sim sobre o processo de oviposicao e/ou processos embrionarios, o que pode gerar
ovos inviaveis (PEREIRA; LABRUNA, 2008). Para melhor compreensao do real
efeito do timol sobre a viabilidade dos ovos de R. microplus, € necessario a
realizacdo de estudos contendo analises histologicas das estruturas envolvidas
neste processo.

A eficacia de tratamento obtida na concentragao de 1,0% de timol foi de 98%
(Tabela 1), resultado superior ao alcangado por Monteiro et al. (2009), onde a maior
eficacia para R. sanguineus foi de 41%, obtida na concentragdo 2,0% de timol.
Estudos anteriores evidenciaram que larvas nao ingurgitadas de carrapatos de
bovinos foram mais sensiveis ao efeito do timol do que larvas de R. sanguineus
(NOVELINO et al., 2007a; DAEMON et al., 2009), isso também ¢é evidenciado em
relacdo a fémeas ingurgitadas desse ixodideo, uma vez que a menor concentragao

de timol utilizada no presente trabalho resultou em um controle mais eficaz do que a
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obtida com o uso de maior concentragéo (2,0%) para R. sanguineus. Com base nos
dados obtidos no presente trabalho, somados aos resultados encontrados por
Monteiro et al. (2010), conclui-se o mesmo em relagao a fémeas ingurgitadas dessas
duas espécies de ixodideos. Pelo fato de ser originario de regides xéricas, R.
sanguineus poderia apresentar maior resisténcia, devido a maior impermeabilidade
de cuticula (DAEMON et al., 2009).

De acordo com os resultados encontrados no presente estudo, somado a
outros trabalhos desenvolvidos por esse grupo de pesquisa (NOVELINO et al.,
2007a, b) é possivel concluir que o timol possui atividade carrapaticida sobre
diferentes estagios de R. microplus (larvas nao ingurgitadas e teledginas) e atividade
repelente sobre larvas nao ingurgitadas . Uma vez que a maioria dos carrapaticidas
comerciais apresenta eficacia abaixo de 70% (FURLONG et al., 2007), o timol pode
ser considerado como uma alternativa promissora a ser utilizada no controle do

carrapato dos bovinos no futuro.
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SECAO II

Acao carrapaticida do timol sobre larvas e ninfas de Amblyomma cajennense
(ACARI: IXODIDAE).

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial carrapaticida do timol sobre
larvas nao ingurgitadas e ingurgitadas e ninfas ingurgitadas de Amblyomma
cajennense. Para larvas nao ingurgitadas foi realizado o teste de pacote de larvas e
a mortalidade foi avaliada 24h apds o teste, e para larvas e ninfas ingurgitadas foi
utilizado a técnica de imersao e a mortalidade foi avaliada apés 15 dias. Em todos os
experimentos, foram testadas as seguintes concentragdes de timol: 0,25%; 0,5%;
1,0%; 1,5% e 2,0%, sendo formado também um grupo controle (agua+DMSO 1%),
tendo todos os tratamentos 10 repeticbes cada. Os valores referentes a mortalidade
de larvas nao ingurgitadas foram de 18,2%; 51,8%; 97,6%; 93,5%; 94,5% e para
ninfas ingurgitadas foi de 26,0%; 92,2%; 100,0%; 100,0%; 100,0% nas
concentracdes de 0,25%; 0,5%; 1,0%; 1,5% e 2,0%, respectivamente. No teste com
larvas ingurgitadas a mortalidade foi de 100,0% em todos os tratamentos. Com base
nos resultados é possivel concluir que o timol apresentou atividade deletéria sobre
imaturos de A. cajennense, sendo as larvas e ninfas ingurgitadas mais susceptiveis
do que larvas n&o ingurgitadas.

Palavras chave — carrapato estrela, monoterpeno, Thymus sp.
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INTRODUGAO

Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) (ACARI: IXODIDAE), conhecido
vulgarmente como carrapato estrela em sua fase adulta, tem distribuicdo geografica
restrita ao continente americano, apresentando ampla distribuicdo no Brasil
(OLIVEIRA, 2004; GULGLIELMONE et al., 2006). Apesar de ter equinos como
hospedeiro preferencial, devido a sua baixa especificidade parasitaria, também pode
ser encontrado parasitando outros animais como cervideos, bovideos, caes
domésticos, roedores e aves silvestres (GUIMARAES et al., 2001; SOUZA et al.,
2004; MARTINS et al., 2004; LABRUNA, 2006, LABRUNA et al., 2007).

Esse ectoparasito pode se fixar em diversas areas do corpo do animal,
causando injurias e atuando na transmissao de agentes patogénicos (OLIVEIRA et
al., 2004; PRATA, 2005). A. cajennense também assume importante papel na saude
publica, sendo a principal espécie que parasita o homem na regido Neotropical e
incriminado como vetor da bactéria Rickettsia ricketsii, agente etiolégico da febre
maculosa, no Brasil, México, Panama e Colémbia (GUEDES et al., 2005; LABRUNA
2006; GULGLIELMONE et al., 2006).

O uso de carrapaticidas quimicos ainda € o método predominante utilizado no
controle deste ixodideo (MARTINS et al., 2006), entretanto ja existem populacdes
desse carrapato que podem ser classificadas no “status” de possivel resisténcia aos
carrapaticidas segundo as normas definidas pela OMS (FREITAS et al., 2010). Além
dos problemas relacionados com a possivel resisténcia de algumas populagdes
desse ixodideo, também devemos destacar que esses carrapaticidas utilizados de
maneira indiscriminada e sem critérios técnicos, podem deixar residuos no ambiente
e causar a intoxicagao de animais e do homem. Dessa forma, torna-se necessaria a
busca de novas alternativas que sejam eficientes e possuam menor toxidez para
serem utilizadas no controle deste artropode (BITTENCOURT et al., 1997; CHAGAS
2004). Devido a demanda por novas alternativas no controle de carrapatos, tem se
intensificado o numero de pesquisas que buscam avaliar o potencial carrapaticida de
produtos de origem vegetal, ou de novas moléculas sintetizadas a partir desses
produtos: CHAGAS et al., 2002; CHAGAS 2004; FERNANDES E FREITAS 2007;
RIBEIRO et al., 2008; GOSKUN et al., 2008; SOUSA et al., 2008; FERRARINI et al.,
2008; SOARES et al., 2009; APEL et al., 2009.
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Com intuito de avaliar o potencial do timol (um monoterpeno derivado de
algumas plantas da familia Lamiacea) sobre diferentes espécies de ixodideos.
Novelino et al. (2007a) utilizando diferentes concentragdes de timol, observaram que
a concentracédo de 1% apresentou eficacias de 100% sobre larvas do carrapato dos
bovinos. Novelino et al. (2007b) demonstraram que o timol também possui atividade
repelente sobre esse mesmo ixodideo. A atividade carrapaticida desse monoterpeno
também foi demonstrada sobre larvas e ninfas ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1808) (ACARI: IXODIDAE), (DAEMON et al., 2009;
MONTEIRO et al.,, 2010). Com isso, o presente trabalho teve como objetivo dar
continuidade a essa linha de pesquisa e avaliar a atividade carrapaticida de
diferentes concentragdes do timol sobre larvas ingurgitadas e n&o ingurgitadas e

ninfas ingurgitadas de A. cajennense.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Artropodes Parasitos localizado no
Laboratério Avangado de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil. O timol foi obtido na forma de cristais junto a Farmacia Animal LTDA,
Juiz de Fora, MG, Brasil. Por ter baixa solubilidade em agua, com a utilizagdo de
placa aquecedora, o timol foi emulsificado sob aquecimento a 60°C em &gua e
dimetilsulfoxido (DMSO 1%).

Para obtencdo das larvas, fémeas ingurgitadas de A. cajennense foram
coletadas de equinos naturalmente infestados e sem histérico de contato recente
com carrapaticidas, em diferentes bairros do municipio de Juiz de Fora. Essas
fémeas foram levadas para o laboratério e acondicionadas em camara climatizada
(27 £1°C e UR> 80 £ 10%) para realizagéo de postura.

Apods o fim desse processo, os ovos foram coletados e acondicionados em
seringas plastica com extremidade distal cortada e vedadas com algodéao hidréfilo, e
mantidos sobre as mesmas condicdes de temperatura e umidade citada
anteriormente para a obtengdo das larvas nao ingurgitadas. As larvas e ninfas
ingurgitadas foram obtidas através de infestagdes artificiais em coelhos (Oryctolagus
cuniculus L.), mesticos Califérnia x Nova Zelandia, de acordo com metodologia
proposta por Neitz et al. (1971) (Figura 1). De acordo com essa metodologia foi

colocada uma touca de tecido (brim) fixada ao redor das orelhas do coelho, vedados
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com pasta Unna (cola atoxica); apds a solidificagcdo da pasta, foi utilizado
esparadrapo para reforcar a vedagdo. Estas toucas possuem abertura na
extremidade distal, por onde foram colocadas as larvas e ninfas para alimentagéo.
Apos a infestagcdo esta extremidade foi costurada e fechada com esparadrapo, e
apos o periodo de ingurgitamento de cada estagio, as toucas foram abertas e
retiradas e os carrapatos coletados.

Figura 1 - Coelhos (Oryctolagus cuniculus L.), mestigos
Califérnia x Nova Zelandia, Infestado com larvas de A.
cajennense. Arquivo do autor.

Experimento |

Foram utilizadas as concentragdes de 0.25%; 0.5%; 1.0%; 1.5%; 2.0% de
timol, sendo formado também um grupo controle (agua+DMSO 1%), tendo cada
tratamento 10 repeticbes. Para realizar o teste de larvas nao ingurgitadas, foi
empregada a técnica de pacote de larvas proposta por Stone & Haydoc (1962),
adaptada por Leite (1988). Para tanto, cerca de 100 larvas foram colocadas em
papéis de filtro (2 x 2 cm) impregnados com as concentragcbes a serem testadas e
em sequéncia, os envelopes foram fechados dentro de papéis de filtro com
dimensdes de 6 x 6 cm, com extremidades vedadas com auxilio de pregadores e
acondicionado em camara climatizada (27 + 1 ° C e UR> 80 + 10%) (Figura 2/ A-B).

Apés 24 horas foi feita a avaliacdo da mortalidade com a utilizacdo de uma
bomba de vacuo com uma pipeta adaptada na extremidade de uma mangueira
(Figura 2/ C-D).

A mortalidade foi obtida pela seguinte formula:

Percentual de Mortalidade (%) = (total de larvas mortas/total de individuos) x 100
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C

Figura 2- Etapas do experimento. (A) Concentragbes de timol utlizadas no
experimento; (B) Pacotes de Larvas acondicionados em cémara climatizada; (C)
Avaliagdo da mortalidade de larvas com a utilizagdo de uma bomba de vacuo; (D)
Bomba de vacuo. Arquivo do autor.

Experimento I

O procedimento experimental foi baseado na metodologia utilizada por
Monteiro et al. (2009). Foram testadas as concentragdes de 0.25%; 0.5%; 1.0%;
1.5%; 2.0% de timol, sendo formado também um grupo controle (agua + DMSO 1%).
Larvas ingurgitadas foram separadas em seis grupos, cada um contendo 100
espécimes e imersas por cinco minutos em solugcdes aquosas de timol, adaptando a
técnica de imersdo de fémeas ingurgitadas descrita por Drummond et al. (1973).
Apos o periodo de imersao, cada grupo com 100 larvas foi subdividido em 10
subgrupos (cada subgrupo uma repeticdo = uma unidade experimental) tendo, cada
um, 10 larvas colocadas em tubos de ensaio, vedados com algodao, devidamente
identificados e mantidos em estufa climatizada a 27£1°C e UR>80+£10%. Apds 15

dias, foi feita a avaliagdo da mortalidade e o percentual foi calculado com a utilizagao
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da seguinte formula: Percentual de mortalidade = (total de larvas mortas/total de
individuos) x 100.
Experimento Il

Para o teste com ninfas ingurgitadas foi adotado a mesma metodologia do
teste com larvas ingurgitadas. Entretanto, cada unidade experimental foi composta

por cinco ninfas.

B - il

Figura 3 - Etapas dos experimentos Il e lll. (A) Teste de imerséo; (B) Ninfas ingurgitadas em
tubos de ensaio mantidos em estufa climatizada. Arquivo do autor.

Analise estatistica

Para analise dos dados foi utilizado o Software Biostat versdo 5.0. Os dados
adquiridos em porcentagem foram transformados em varco seno x. Os valores
referentes as médias dos grupos experimentais foram analisados por ANOVA e
Teste de Tukey (p< 0,05).

RESULTADOS

Os resultados do presente trabalho sdo apresentados na Tabela 1. O
percentual de mortalidade das larvas nao ingurgitadas do grupo tratado com a
concentracdao de 0,25% de timol foi de 18,2%, nado apresentando diferenca
significativa (p>0,05) em relagdo ao grupo controle (3,1%). Em relagdo ao grupo
tratado com a concentracdo de 0,5% de timol, a taxa de mortalidade foi de 51,8%,

apresentando diferenca significativa (p<0,05) em relagdo a testemunha. Cabe
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destacar que o percentual de mortalidade de larvas foi superior a 90,0% a partir da
concentragéo de 1,0% apresentando diferengas significativas (p>0,01) em relagéo
ao grupo controle e demais grupos tratados. O percentual de mortalidade de larvas
dos grupos tratados com as concentragdes de 1,0%; 1,5% e 2,0% de timol, n&o

apresentaram diferengas significativas (p>0,05) entre si.

Tabela 1 — Percentual de mortalidade de larvas n&o ingurgitadas e ingurgitadas e ninfas
ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas com diferentes concentra¢des de timol e
mantidas em condi¢des de laboratorio a 27+1°C e UR>80+10%.

Tratamentos Mortalidade média + DESVIPAD
Larvas nao Larvas Ninfas ingurgitadas
ingurgitadas ingurgitadas
Controle (agua + 312+24 0,0+0,0 0,02+0,0
DMSO 1%)
Timol 0.25% 18,27 + 6,3 100,0° + 0,0 26,0° £ 19,3
Timol 0.5% 51,8 +2,6 100,0° + 0,0 92,2° + 10,5
Timol 1.0 % 97,6°+ 3,4 100,0° £ 0,0 100,0° £ 0,0
Timol 1.5 % 93,5° 9,2 100,0° £ 0,0 100,0° £ 0,0
Timol 2.0% 94,5°+5,9 100,0°+ 0,0 100,0° £ 0,0

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente ao nivel de
significancia de 5%.

Em relagéo a larvas ingurgitadas, a mortalidade chegou a 100% em todos os
tratamentos, evidenciando diferengas significativas (p<0,01) entre os grupos tratados
e o grupo controle. Para ninfas ingurgitadas, a mortalidade do grupo tratado com
timol na concentragcdo de 0,25% foi de 26,0%, nado diferindo estatisticamente
(p>0,05) do controle. Em todos os demais tratamentos a mortalidade foi superior a
90,0%, chegando em 100,0% nas concentracoes de 1,0%; 1,5% e 2,0% de timol,

sendo constatada diferengas significativas (p<0,01) em relagéo a testemunha.
DISCUSSAO
Os resultados obtidos no presente estudo indicam que, além da agao

deletéria para outros organismos como bactérias, fungos, insetos, acaros e
diferentes espécies de carrapatos (IMDORF et al.1995; MANSOUR et al. 2000;
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FERREIRA et al. 2009; NOVELINO et al. 2009; DAEMON et al. 2009; MONTEIRO et
al. 2009; MONTEIRO et al. 2010), o timol também apresenta sobre imaturos de A.
cajennense.

No teste com larvas ndo ingurgitadas a mortalidade foi superior a 90% a partir
da concentracdo de 1,0% de timol. Esses resultados foram superiores aos
encontrados por Daemon et al. (2009), que testando as mesmas concentragdes de
timol sobre larvas ndo ingurgitadas de R. sanguineus observaram mortalidade
maxima de 37% no grupo tratado com timol a 2.0%. Nesse mesmo estudo, a
mortalidade de larvas ingurgitadas de R. sanguineus chegou a 100% apenas na
concentracao de 2.0% de timol, enquanto no presente trabalho a concentracédo de
0.25% ja resultou em mortalidade de 100%. A concentragao de 0.25% de timol levou
a morte de 26% das ninfas ingurgitadas, resultados relativamente superiores ao
encontrados por Monteiro et al. (2010) que testando as mesmas concentragdes
observaram que a mortalidade de ninfas de R. sanguineus foi nula na concentragéo
de 0.25%. Esses resultados parecem indicar que imaturos de A. cajennense podem
ser mais sensiveis ao timol do que imaturos de R. sanguineus. Daemon et al. (2009)
constataram que larvas de R. sanguineus foram mais resistentes ao timol do que
larvas de R. (B.) microplus (Canestrini,1888). Esses mesmos autores especularam
que R. sanguineus poderia possuir cuticula com menor permeabilidade, por ser um
carrapato originario de regides xéricas, e que isso poderia contribuir para tal fato.

Ainda sobre a diferenca da agdo do timol sobre A. cajennense e R.
sanguineus, € importante destacar que a metodologia de solubilizagdo do timol
nesses dois trabalhos foi diferente e que isso pode ter influenciado no resultado final.
Nos estudos que avaliaram a atividade carrapaticida do timol sobre larvas
ingurgitadas e nao ingurgitadas (DAEMON et al., 2009) e ninfas ingurgitadas
(MONTEIRO et al., 2009) de R. sanguineus, o timol foi solubilizado sob aquecimento
em 60°C em banho maria. Esse processo de solubilizagao é lento e pode levar a
perda do principio ativo por volatilizacdo. No presente trabalho, a solubilizagao foi
feita com a utilizacdo de placa aquecedora, a fim de tornar o processo mais rapido e
minimizar a possivel perda do principio ativo. A partir de testes preliminares,
realizando a solubilizacdo do timol em banho maria, foi possivel observar que a
mortalidade de larvas nao ingurgitadas de A. cajennense foram menores do que as

constatadas no presente estudo.
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Com base nesses resultados, também ¢é possivel concluir que os instares
ingurgitados (larvas e ninfas) foram mais susceptiveis que as larvas nao
ingurgitadas, uma vez que a concentragao de 0.25% e 0.5% resultou na mortalidade
100 e 92% das larvas e ninfas ingurgitadas, respectivamente. Ja para larvas néo
ingurgitadas, mortalidade superior a 90% foi observada apenas a partir da
concentragcédo de 1.0%. Daemon et al. (2009) e Monteiro et al. (2009) constataram o
mesmo em relagao a larvas e ninfas de R. sanguineus.

A maioria dos estudos que avaliam a atividade carrapaticida de produtos de
origem vegetal, ou moléculas sintetizadas a partir desses produtos, séo feitos sobre
R. microplus, poucos sendo os estudos que procuram avaliar a atividade dessas
substancias sobre outros carrapatos. O estudo desenvolvido por Clemente et al.
(2010) é um dos poucos trabalhos desenvolvidos nessa linha, onde esses autores
avaliaram a atividade carrapaticida dos Oleos essenciais de Eucalyptus citriodora
(Myrtaceae) e Cymbopogon nardus (Poaceae) sobre larvas ingurgitadas de A
cajennense. A utilizagdo da concentragédo de 50% dos 6leos de E. citriodora e C.
nardus resultou na mortalidade de 53.1 e 60.0% das larvas, respectivamente. Esses
resultados sao inferiores aos encontrado no presente estudo, uma vez que a
concentracdo de 1,0% de timol resultou na morte de 97% das larvas de A.
cajennense, enfatizando assim o potencial de uso comercial do timol como agente

controlador de carrapatos.
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