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RESUMO

Amblyomma dubitatum apresenta importante papel como vetor de riquétsias na natureza. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade carrapaticida do carvacrol sobre larvas e
ninfas ndo ingurgitadas de A. dubitatum. A realizacdo dos experimentos ocorreu através do
teste de pacote de larvas e ninfas, sendo colocadas no centro de papel filtro, dobrado ao meio,
fechado nas laterais com clipes binder e umedecido com 90 pL da solugédo testada em cada
lado. Os grupos foram mantidos em cémara climatizada (27+1°C e UR>80%10)
individualizadas. As concentragdes testadas foram de 2,5; 7,5; 10; 15 e 20 mg/mL, com 10
repeticdes para larvas e sete para ninfas por tratamento. Foram formados dois grupos controle
para cada estagio: agua e etanol 70% (larvas) e agua e DMSO 3% (ninfas). A mortalidade de
larvas ndo ingurgitadas tratadas com a menor concentracdo de carvacrol foi 45,7%, sendo
estatisticamente similar (p>0,05) para o grupo controle. Houve diferenca estatistica (p<0,05) a
partir da concentracdo 7,5 mg/mL em relacdo ao grupo controle. O percentual de mortalidade
de 100% foi obtido a partir da concentracdo 15 mg/mL, porém foi estatisticamente similar
(p>0,05) a concentracdo 7,5 mg/mL. Para ninfas ndo ingurgitadas, a menor concentra¢do nao
resultou em mortalidade, alcangando percentual de mortalidade de 65,7% na concentracao de
20 mg/mL. A partir da concentracdo 10 mg/mL houve diferenca estatistica (p<0,05) em
relagdo ao grupo controle. Na determinagdo da CL50, para larvas e ninfas ndo ingurgitadas
foram observados valores de 2,81 mg/mL e 14,57 mg/mL, respectivamente. Os resultados

obtidos indicam que carvacrol tem atividade carrapaticida sobre larvas de A. dubitatum.

Palavras-chave: carrapato da capivara. atividade carrapaticida. estagios imaturos. carrapatos.



Abstract

Amblyomma dubitatum plays an important role as an vector of rickettsia in nature. The aim of
this essay was to valuate the acaricial activity of the carvacrol on unengorged larvae and
nymphs of A. dubitatum. The process of experiments happen through the packet test of larvae
and nymphs, being pu in the center of the filter paper, folded in half, closed on the sides with
binder clips and moistened with 90 uL of the solution to be tested on each side. The groups
were kept in climate-controlled chamber (27+1°C and RH >80%10%) individuals. The
concentrations tested were of 2,5; 7,5; 10; 15 e 20 mg/mL, with ten repetitions for larvae and
seven for nymphs per treatment. Were formed two control groups for each stage: water and
etanol 70% (larvae) and water and DMSO 3% (nymphs). The mortality of unengorged larvae
treated with a lowest concentration of carvacrol was 45,7%, being similar statistically
(p>0,05) to the control group. The was difference statistic (p<0,05) from the concentration 7,5
mg/mL in relation to group control. The mortality percentual of 100% was obtained from the
concentration of 15 mg/mL, but it was statiscally similar (p>0,05) the concentration7,5
mg/mL. For the nymphs unengorged the lowest concentration did't resulted in mortality,
reaching mortality percentual of 65,7% in concentration of 20 mg/mL. From concentration of
10 mg/mL there was difference statistic of (p<0,05) in relation the group controle. In the
determination of CL50 for unengorged larvae and nymphs were observed values of 2,81
mg/mL and 14,57 mg/mL, respectively. The results obtained indicate that carvacrol has

acaricidal activity on unengorged larvae of A. dubitatum.

Key-words: capybaras ticks. acaricidal activity. immatures stages. ticks.



1 INTRODUCAO

O Brasil possui cerca de 65 espécies de carrapatos (MARTINS et al., 2014) e, destas,
Amblyomma dubitatum Neumann, 1899 (=Amblyomma cooperi Nuttall e Warbuton, 1908)
(ACARI: IXODIDAE) desempenha importante papel na epidemiologia da Febre Maculosa
(FM) para mamiferos (GUIMARAES et al., 2001).

A espécie A. dubitatum encontra-se distribuida no Uruguai, Argentina, Paraguai,
Bolivia e Brasil. No Brasil tem sido encontrado nas regides sul, sudeste e centro-oeste
(GUGLIELMONE et al., 2003; VIEIRA et al., 2004).

Os estagios parasitarios tem elevada especificidade por capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris Linnaeus, 1766) (Rodentia: Hydrochaeridae), contudo existem registros de
larvas e ninfas parasitando antas, morcegos, bovinos e humanos (GUIMARAES et al., 2001;
BARROS-BATTESTI et al., 2006; LABRUNA et al., 2007), bem como cées, gatos e gambas
(HORTA et al., 2004).

Segundo Quadros et al., (2013) as capivaras servem de hospedeiras para varias
espécies de carrapatos e exercem importante papel como potenciais reservatorios de
Rickettsia rickettsii, agente etiolégico da Febre Maculosa Brasileira (FMB). As capivaras que
nunca foram infectadas por R. rickettsii, a0 serem parasitadas por carrapatos contaminados
sdo responsaveis pela manutencdo e amplificacdo da bactéria a novos carrapatos (SOUZA et
al., 2009). Apesar do A. dubitatum no transmitir o agente da FMB para o homem (SZABO,
2013), este carrapato apresenta importante papel como vetor enzo6tico de riquétsias na
natureza (TRAVASSOS e VALLEJO, 1942a,b; SAKAI et al., 2014). Desse modo, pode ser
realizada a transmissdo da bactéria para o carrapato Amblyomma cajennense, considerado o
principal vetor da FM (GUEDES et al., 2005; LABRUNA & MACHADO, 2006).

O desafio no controle de populagdes de carrapatos em areas de mata ciliar por meio da
utilizacdo de rocadeiras mecénicas embarga em limitagdes ecoldgicas. Sendo assim, a
alternativa viavel € o controle quimico (SUCEN, 2004). Porém, a utilizagdo de carrapaticidas
sintéticos de forma indiscriminada e continua pode acarretar a contaminacdo do ambiente e
intoxicagdo de humanos e animais (ELLSE &WALL, 2013). Uma alternativa promissora ao
uso desses produtos € a utilizacdo de substancias de origem vegetal que apresentam
propriedades carrapaticidas (BORGES et al., 2011). Na natureza, os 6leos essenciais s&o

produzidos através do metabolismo secundario de plantas aromaticas, formados por uma
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mistura de substancias, resultante da sinergia das moléculas que os constituem, com elevado
desempenho na protecao contra predadores e patdgenos (BAKKALI et al., 2008).

O carvacrol ¢ um dos maiores constituinte dos 6leos essenciais de plantas aromaticas
prioritariamente em espécies vegetais das familias Lamiaceae e Verbenaceae. Possui forma
liquida de coloragdo amarelo claro e praticamente insolivel em agua. Essa substancia é um
monoterpeno isdmero do timol, possuindo um grupo hidroxila localizado em local diferente
na estrutura molecular. Possui atividade comprovada contra bactérias (BOTELHO et al.,
2007; NOSTRO et al., 2007), nematdides (NTALLI et al., 2011), insetos (PAVELA, 2011) e
acaros (CAVALCANTI et al., 2010). Sua acdo carrapaticida foi comprovada contra as
espécies Rhipicephalus turanicus (Pomerantzev, 1940) (KOC et al., 2013), Ixodes scapularis
(Say, 1821) e Amblyomma americanum (Linnaeus, 1758) (JORDAN et al., 2011), Hyalomma
marginatum (Koch, 1844) (CETIN et al., 2010), Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806),
Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) e
Dermacentor nitens (Neumann, 1897) (SENRA et al., 2013a,b) e Amblyomma sculptum
(Berlese, 1888) (NOVATO et al., 2015). Assim, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a

eficiéncia carrapaticida do carvacrol sobre larvas e ninfas ndo ingurgitadas de A. dubitatum.



11

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biologia do Amblyomma dubitatum

Carrapatos sdo ectoparasitos obrigatorios de vertebrados e de ampla distribuicéo.
Atualmente existem aproximadamente 65 espécies descritas no Brasil (ANDREOTTI &
KOLLER, 2013) e dentre essas, destaca-se o A. dubitatum. Sua distribuicdo concentra-se no
sul da América do Sul estando presente na Argentina, Paraguai, Bolivia, Uruguai e Brasil
(regides sudeste, centro-oeste e sul) (GUGLIELMONE et al., 2003; VIEIRA et al., 2004). As
capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) sdo consideradas os principais hospedeiros, sendo
conhecido popularmente como carrapato-da-capivara (ARAGAO, 1936).

Seu ciclo de vida é trioxeno (ARAGAO, 1936) e as mudas ocorrem no ambiente.
Labruna et al., (2004) realizaram estudo em laboratério, em temperatura controlada de 27°C e
relataram que as larvas permaneceram no hospedeiro preferencial por cerca de 4-11 dias,
enquanto as ninfas permanecem por cerca de 4-9 dias e fémeas permanecem em média de 6-
14 dias. O ciclo de vida em laboratorio foi completado em um periodo médio de 189,4 dias. A
relacdo nimero de ovos/grama, encontrada por Chacén et al., (2004) foi de 10.204 ovos.

Estudos avaliaram a distribuicdo sazonal dos estagios de vida livre de A. dubitatum.
Na Argentina, Debarbora et al., (2014) observaram que o pico de abundancia de larvas é de
maio a julho, ninfas de julho a outubro e adultos de novembro a margo. A espécie apresenta
padrdes do ciclo de vida de uma geragdo por ano. Na regido de Campinas—SP, Souza et al.,
(2006) registraram que os picos populacionais de adultos ocorrem durante os meses de agosto
a fevereiro, enquanto os estagios imaturos ndo foram identificados. Nas fronteiras entre 0s
estados de Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul, Szabo et al., (2007) registraram que ninfas
ocorrem durante o inverno e primavera, e adultos ocorrem durante a primavera e outono. Em
Minas Gerais, Guedes e Leite (2008) observaram que o estagio adulto apresentou pico durante
a primavera e verdo e os estagios imaturos ndo foram identificados.

Lemos et al., (1996) coletaram de uma capivara, um exemplar de A. dubitatum e
isolaram uma riquétsia do grupo da FM, numa &rea endémica da doenca, na cidade de

Pedreira, SP. O ocorrido enfatiza a importancia secundaria desse carrapato na epidemiologia
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da FMB ao desempenhar papel relevante na manutencdo e amplificacdo da bactéria R.
rickettsii, agente etioldgico da doenca, na natureza (GUIMARAES et al., 2001).

2.2 Substancias de origem vegetal

Os 0bleos essenciais sdo compostos volateis, possuem odor forte (BAKKALI et al.,
2008), sdo geralmente liquidos incolores ou levemente amarelados, com sabor acido e picante,
pouco estaveis em presenca de luz, calor e ar, além de serem pouco sollveis em agua. Em
temperatura ambiente apresentam aspecto oleoso (SIMOES & SPITZER, 1999; SAITO &
SCRAMIN, 2000). Resultam de misturas complexas de substancias obtidas a partir do
metabolismo secundéario de plantas aromaticas (NASCIMENTO et al., 2009). Desempenham
papel ecoldgico como atrativo para polinizadores, representam adaptaces quimicas a pressdo
ambiental ou servem como defensores quimicos contra patdgenos e predadores (CHAGAS,
2004). A extracdo dos compostos vegetais ocorre principalmente pelo método de destilacdo a
vapor que consiste na evaporacdo e condensacdao de liquidos, a fim de produzir, refinar e
concentrar 6leos essenciais ou por extracdo com solventes aquosos ou organicos
(BALANDRIN et al., 1985; PENGELLY, 2004). Os principais constituintes dos 0leos
essenciais sdo 0s terpenoides ou terpenos e os fenilpropanoides. A concentracdo desses
compostos nos 6leos de uma mesma espécie vegetal pode variar de acordo com a estacdo do
ano, hora do dia, condi¢des de crescimento e composicao genética da planta, de acordo com
Pengelly et al., (2004).

O carvacrol é um monoterpeno isdbmero do timol, apresenta um grupo hidroxila
localizado em local diferente na sua estrutura molecular. E o principal constituinte dos 6leos
essenciais de plantas aromaticas da familia Lamiaceae com exemplos as espécies de
Rosmarinus sp. (alecrim), Salvia sp. (salvia), Origanum vulgare (orégano), Thymus sp.
(tomilho), Ocimum sp. (manjericdo), Marjorana sp. (manjerona), Mentha sp. (menta),
Satureja sp. (segurelha), dentre outras e no Oleo essencial da espécie Lippia sidoides
(alecrim-pimenta) que pertence a familia VVerbenaceae, como em outras plantas do género
Lippia (PENGELLY, 2004; NEVES, 2009).

Os Oleos e alguns de seus componentes apresentam atividades antibacteriana,

antifangica e inseticida sendo, empregados na industria de produtos sanitarios, odontoldgicos,
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agronémicos como pesticidas, preservadores, aditivos alimentares e remédios naturais, além

da fabricagéo de perfumes e maquiagens (BAKKALI et al., 2008).

2.3 Atividades do monoterpeno carvacrol

Alguns estudos relatam o efeito dos monoterpenos na reducdo da germinacdo de
sementes e crescimento de plantas (EHLERS, 2004; GRONDAHL, 2008).
Langenheim (1994) declarou que os terpenos podem ter efeito inibidor ou estimulador no
nimero de organismos associados incluindo plantas, herbivoros e microorganismos. Ehlers
(2011) investigou se o efeito do carvacrol foi afetado pela presenca de microorganismos do
solo no desempenho de gramas associadas. A graminea Agrostis capillaris é encontrada em
pastos secos e co-ocorre com Thymus pulegioides e com Thymus serpyllum. T. pulegioides
produz o carvacrol como o principal constituinte do seu 6leo essencial (50-80% do total
constituinte do 6leo) (GRONDAHL et al., 2008), enquanto em T. serpyllum, o carvacrol ndo
€ o composto majoritario (STAHL-BISKUP, 2002). No trabalho desenvolvido por Ehlers
(2011), as plantas foram cultivadas em vasos individuais em combinagdo de dois tipos
diferentes de tratamentos do solo: solo esterilizado tratado com carvacrol e ndo tratado com
carvacrol e solo ndo esterilizado tratado com carvacrol e ndo tratado com carvacrol. Os
resultados esclarecem que a taxa de sobrevivéncia de A. capillaris foi elevada em solo estéril
e ndo estéril sem a presenca do carvacrol e a biomassa das plantas foi reduzida em solo estéril
tratado com carvacrol. Concluiu-se que a presenca de microorganismos no solo pode
minimizar o efeito negativo do monoterpeno no que refere ao desempenho de plantas
associadas, enfatizando o importante papel desses agentes nessa interacao.

O uso de extratos vegetais tem sido uma alternativa promissora no controle de pragas,
devido principalmente a elevada diversidade vegetal brasileira, considerada uma das mais
ricas do mundo (JACOBY et al.,, 2002). O uso sem critérios técnicos de carrapaticidas
sintéticos resulta na intoxicacdo de animais e de humanos, na contaminacdo do solo e de
recursos hidricos. Devido a isso, tem aumentado a busca por novas alternativas de controle de
carrapatos conforme Borges et al., (2011). As razdes que elucidam o crescente interesse por
essas substancias estdo relacionadas a baixa toxicidade aos mamiferos e a curta persisténcia
no ambiente. Muitas dessas substancias constituem-se em complexos quimicos que podem
limitar a selecédo de individuos resistentes (MIRESMAILLI et al., 2006).
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A respeito de estudos com carrapatos, pesquisas evidenciam a atividade dessa
molécula sobre larvas e ninfas de Rhipicephalus sanguineus s.I e Amblyomma cajennense s.|
(SENRA et al., 2013a), larvas de R. microplus e Dermacentor nitens (SENRA et al., 2013b),
larvas e fémeas de Rhipicephalus microplus (CRUZ et al., 2013), e ninfas de I. scapularis e
Amblyomma americanum (DOLAN et al., 2009; JORDAN et al., 2011), larvas de
Amblyomma sculptum e Dermacentor nitens (NOVATO et al., 2015), larvas de R. microplus
e R. sanguineus (ARAUJO et al., 2016).

Senra et al., (2013a,b) comprovaram a atividade carrapaticida do carvacrol para larvas
de R. microplus e D. nitens, larvas e ninfas de Amblyomma cajennense s.I. e R. sanguineus s.l,
e alcangaram a eficiéncia de 100% na concentracdo de 2,5ul/ml para os estagios de larvas de
R. microplus, D. nitens e R. sanguineus s.I e a eficiéncia de 100% na concentracdo de 5,0
pl/ml para larvas e ninfas de Amblyomma cajennense s.1..

Estudo realizado por Cruz et al., (2013) investigou a atividade do 6leo essencial de
Lippia gracilis extraido de diferentes gendétipos e de seus principais constituintes, timol e
carvacrol, sobre larvas ndo ingurgitadas e fémeas ingurgitadas de R. microplus. Para larvas, a
concentracdo letal obtida para os isolados do Gleo essencial do genotipo LGRA-201
apresentou valor de CL50 de 1,31 mg/mL e para fémeas ingurgitadas o genétipo LGRA-106
apresentou valor de 4,66 mg/mL. Concentracdes a partir de 4, 5, 8 e 10 mg/mL causaram
mortalidade de 100% das larvas de R. microplus em todos 0s genotipos testados. Para larvas e
fémeas, respectivamente, carvacrol apresentou valores de CL50 de 0,22 e 4,46 mg/mL
enguanto, timol foi de 3,86 e 5,50 mg/mL. Portanto, carvacrol foi mais eficiente que timol.

S&o escassas as investigacOes quanto a aplicacdo de substancias de origem vegetal in
vivo, porém, existem muitos estudos in vitro. No Brasil ndo foram realizadas pesquisas
investigando a acdo dessas substancias por meio de aplicagdes no ambiente de pastagem. Em
outros paises, estudos com essa metodologia se tornaram realidade. Nos E.U.A., Dolan et al.,
(2009) analisaram a eficacia do nootkatone sobre ninfas e adultos de I. scapularis e ninfas de
A. americanum e do carvacrol sobre ninfas de I. scapularis e A. americanum. AS
investigacBes do primeiro estudo ocorreu em trés anos e do segundo estudo em dois anos. A
aplicacdo dos produtos foi realizada na concentracdo de 5%, e modo de aplicagéo realizada na
vegetacdo utilizando pulverizador costal. No primeiro dia ap0s o tratamento, os resultados
foram de 100% de mortalidade de ninfas em ambas as espécies. O mesmo foi observado
guando o nootkatone 5% foi aplicado sobre adultos de I. scapularis, entretanto, apds 7 a 14
dias da aplicagéo, o percentual de controle diminuiu, indicando baixo poder residual. Uma

solucéo encontrada pelos autores foi a utilizacdo de bomba de alta pressao para a aplicacdo do
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nootkatone, que foi capaz de manter o percentual de controle acima de 95% para as duas
espécies apos 42 dias de aplicacgéo.

Jordan et al., (2011) investigaram a eficiéncia de duas aplicacbes de acaricidas
naturais derivados de plantas, nootkatone, carvacrol e EcoTrol T&O, no controle de ninfas de
I. scapularis e A. americanum em aplicaces no ambiente. O tratamento com carvacrol a 2% e
do EcoTrol T&O resultaram na reducdo de ambas as espécies com mortalidade acima de 87%
para o primeiro dia. A segunda aplicacdo elevou o percentual de controle que foi mantido
acima de 85% por até 21 dias.

Araujo et al., (2015) compararam os valores de CL50 em larvas de R. microplus e R.
sanguineus s.l. utilizando carvacrol (1,76 mg/mL e 3,29 mg/mL), respectivamente. Assim, foi
possivel observar que R. microplus foi mais sensivel a acdo dessa substancia, quando
comparada a sensibilidade de larvas de R. sanguineus s.1..

Novato et al., (2014) realizaram testes com larvas de A. sculptum e D. nitens,

utilizando carvacrol e registraram a CL50 de 3,49 e 3,33 mg/mL, respectivamente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Artropodes Parasitos (LAP), da
Universidade Federal de Juiz de Fora, localizada no municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais,

Brasil.

3.2 Obtencao dos carrapatos

Os carrapatos utilizados no presente estudo foram coletados no estagio de larvas
(N=198) e fémeas (N=7) ingurgitadas em um espécime de capivara (macho, adulto) recém
atropelado na rodovia MG 353 KM 100 (municipio de Matias Barbosa, Minas Gerais) e
encaminhado a sede do IBAMA no Municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais.

Os carrapatos foram retirados e encaminhados ao LAP para identificacdo especifica,
de acordo com as chaves dicotdmicas descritas por Martins et al., (2010) para ninfas, apds a
realizacdo da muda das larvas, e Onofrio et al., (2006) para adultos. As larvas ingurgitadas
foram acondicionadas em seringas descartaveis com capacidade de 5 mL, com a extremidade
distal cordada e vedada com algoddo hidrofilo, na razdo de 10 larvas/seringa. As larvas
ingurgitadas foram observadas diariamente para a deteccdo do inicio da ecdise. As fémeas
ingurgitadas apds limpas com pincel de cerdas macias, foram acondicionadas individualmente
em placas de Petri medindo 5 cm de didametro. Larvas e fémeas ingurgitadas foram mantidas
em camara climatizada, regulada a 27+1°C e umidade relativa superior a 80%, para a
realizacdo da muda e da postura, respectivamente. A cada trés dias apds o inicio da postura, 0s
ovos de cada fémea foram recolhidos, pesados, acondicionados em seringas e mantidos em
condicgdes semelhantes as larvas e fémeas ingurgitadas. No presente trabalho foram utilizadas
larvas ndo ingurgitadas, provenientes da postura das fémeas ingurgitadas, e ninfas nédo
ingurgitadas, provenientes da ecdise de larvas ingurgitadas, com aproximadamente 15 dias
apos eclosdo e ecdise, respectivamente.
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3.3 Obtencéo e dilui¢éo das substancias

O carvacrol utilizado nos testes foi adquirido comercialmente, da empresa Sigma-
Aldrich®, com 99.9% de pureza. Para a diluicdo da substancia foi utilizado solugéo
hidroetantlica 70% e DMSO 3% para realizacdo de testes com larvas e ninfas nédo
ingurgitadas de A. dubitatum, respectivamente. A solucdo hidroetanolica 70% possui baixa
toxicidade para larvas ndo ingurgitadas de A. cajennense s.I. (REZENDE et al., 2012)
enquanto DMSO 3% possui baixa toxicidade para ninfas ndo ingurgitadas de A. cajennense
(CALMON et al., 2013). Foram definidas as concentracdes a serem testadas 2,5; 7,5; 10,0;
15,0 e 20,0 mg/mL, conforme utilizado por Senra et al., (2013a) em testes com larvas e ninfas

de A. cajennense s.1.

3.4 Testes

Para a realizacdo dos bioensaios foi utilizado o teste de pacote de larvas (STONE &
HAYDOC, 1962), adaptado por Monteiro et al., (2012). Foram colocadas aproximadamente
100 larvas ndo ingurgitadas de A. dubitatum no centro de papel de filtro (Figura 1A) com
dimensBes 6 cm x 6 cm, e em seguida, foi dobrado ao meio e fechado nas laterais com clipes
binder (Figura 1B). Posteriormente, cada lado do papel filtro foi umedecido com 90 pL das
solugdes com as concentracdes a serem testadas (Figura 1C). Foi formado um grupo controle
tratado com agua e com solvente (etanol 70%); sendo que para cada tratamento foram feitas
dez repeticGes. ApOs essa etapa, 0s envelopes contendo os carrapatos foram acondicionados
em camara climatizada a 27+1°C e UR>80+10% com separacdo da camara usada para
substancia e grupo controle (Figura 1D).
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Figura 1. Realizacdo do teste de pacote de larvas: Larvas ndo ingurgitadas sendo colocadas no centro
de papel filtro com dimensdo 6 cm x 6 cm; B: Papel filtro dobrado ao meio e fechado nas laterais com
clipes binder; C: Papel filtro sendo umedecido com 90 pL da solucdo testada em cada lado; D: Camara
climatizada com temperatura 27+1°C e UR>80+10%; E: Contagem do nimero de larvas vivas e
mortas com a utilizacdo de bomba de vacuo. Fonte: LAP

Os mesmos procedimentos foram adotados para o teste com ninfas, sendo utilizadas
cinco ninfas por pacote, conforme Senra et al., (2013b). O acondicionamento das ninfas foi
idéntico ao realizado com larvas. Foi formado um grupo controle tratado com &gua e com
solvente (DMSO 3%); sendo realizadas sete repeti¢cdes por grupo tratado.

A mortalidade foi avaliada apds 24 horas com a contagem do numero de larvas e
ninfas vivas e mortas com a utilizacdo de bomba de vacuo (Figura 1E). A porcentagem de
mortalidade de cada pacote foi obtida através da seguinte formula:

Mortalidade (%)= (total de individuos mortos/total individuos)x100.

Em seguida foi feito o calculo da média do percentual de mortalidade das repeti¢cGes

obtido em cada tratamento.

3.5 Anélise estatistica

Para a realizacdo da analise estatistica foi utilizado o software Biostat versdo 5.0

(AYRES et al., 2007). Os dados adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco
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seno X. Uma vez que os dados ndo apresentaram distribuicdo paramétrica segundo o teste de
Kolmogorov-Smirnov, as médias entre as concentracbes foram comparadas pelo teste
Kruskal-Wallis seguido pelo teste Student-Newman-Keulls, considerando significancia de 5%
(P<0,05).

Para o célculo das doses letais foi realizada a analise Probit, (FINNEY, 1971)
utilizando o programa POLOPC® (LeOra Software, 1987, Berkeley, CA, USA).
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4 RESULTADOS

A mortalidade de larvas ndo ingurgitadas de A. dubitatum tratadas com a menor
concentracdo de carvacrol foi 45,7%, sendo estatisticamente similar (p>0,05) para o grupo
controle (Tabela 1). Observa-se que houve diferenga estatistica (p<0,05) a partir da
concentracdo de 7,5 mg/mL em relacdo ao grupo controle. O percentual de mortalidade de
100% foi obtido a partir da concentracdo de 15 mg/mL, porém foi estatisticamente similar
(p>0,05) a concentracdo de 7,5 mg/mL e 10 mg/mL. Ja para ninfas ndo ingurgitadas, a menor
concentracdo nao resultou em mortalidade, alcangcando percentual de mortalidade de 65,7% na
concentracdo de 20 mg/mL (Tabela 1). A partir da concentracdo de 10 mg/mL houve

diferenca estatistica (p<0,05) em relacédo ao grupo controle.

Tabela 1 - Mortalidade de larvas e ninfas ndo ingurgitadas de Amblyomma dubitatum tratadas com
carvacrol em condicdes controladas (27+1C e RH>80+10%).

Tratamentos Larva ndo ingurgitada Ninfa ndo ingurgitada
Controle H,0 2,3%+3,15 2,90°+7,60
Controle Etanol 70% 9,27%+2 45 -

Controle DMSO 3% - 5,7%+9.8

2,5 mg/mL 45,70*°+35,50 0,00°+0,00

7,5 mg/mL 90,36°°+16,61 11,40%+15,70

10 mg/mL 84,96°°+37,51 48,60°+36,30

15 mg/mL 100,00°+0,00 42,90"°+43,90

20 mg/mL 100,00°+0,00 65,70°+25,10

Letras diferentes na mesma coluna significam diferencas significativas em nivel de 5% teste Kruskal-
Wallis.

Na determinacdo da CL50, nos experimentos realizados com larvas e ninfas néo
ingurgitadas de A. dubitatum, foram observados valores de 2,81 mg/mL e 14,57 mg/mL,

respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 — Concentraces letais de 50% (CL50) de carvacrol sobre larvas e ninfas ndo ingurgitadas de
Amblyomma dubitatum em condigdes controladas (27+1°C e UR>80+10%).

Estagios Substéancia CL50 Intervalo de Slope
(mg/mL) confianca (95%)

Larvas ndo ingurgitadas  carvacrol 2,81 2,07-3,82 2,69

Ninfas ndo ingurgitadas  carvacrol 14,57 12,34-17,19 3,12

Slope = inclinagdo da reta.



22

5 DISCUSSAO

No presente trabalho, a menor concentracdo de carvacrol apresentou similaridade ao
resultado encontrado por Senra et al., (2013a) para larvas de A. cajennense s.l.. Ja para larvas
de R. sanguineus, R. microplus e D. nitens a concentragdo de 2,5 mg/mL provocou
mortalidade de 100%, respectivamente, conforme Senra et al., (2013a,b). Estas discrepancias
deixam claro a diferenca de susceptibilidade das diferentes espécies de carrapatos ao
carvacrol.

No estudo de Senra et al., (2013a) com A. cajennense s.l., a partir da concentracéo 5,0
pl/mL de carvacrol foi verificado percentual de mortalidade de 100%, em contraste com o
resultado obtido no presente estudo a partir da concentragdo 7,5 mg/mL. A metodologia
utilizada em ambos os estudos foi semelhante, porém a solubilizacdo do carvacrol no presente
trabalho foi em etanol 70°GL, enquanto Senra et al., (2013 a) solubilizaram em etanol 50°GL.
Uma vez que o grupo controle do presente trabalho, apresentou mortalidade de 9%, é
plausivel supor que o solvente tenha potencializado o efeito deletério do carvacrol sobre
larvas de A. dubitatum, o que impede de fazer uma comparagao mais precisa.

Na determinacdo da CL50 para larvas ndo ingurgitadas de A. dubitatum foi observado
valor similar (3,49 mg/mL) para larvas de A. sculptum, com sobreposi¢do dos intervalos de
confianca registrado por Novato et al., (2015).

Para os experimentos realizados com ninfas, a partir da menor concentracdo, Senra et
al., (2013a) registraram que o percentual de mortalidade de ninfas de A. cajennense s.l. foi
superior a 60%, enquanto para R. sanguineus foi de 100%. No presente trabalho, a menor
concentragdo ndo apresentou mortalidade, enquanto a maior concentragdo apresentou
percentual de mortalidade de 65%, indicando que ninfas de A. dubitatum apresentam elevado
grau de resisténcia a substancia.

Uma vez que torna-se invidvel realizar o controle de A. dubitatum sobre os
hospedeiros primarios, por serem semiaquaticos, é relevante que as pesquisas que objetivam
investigar a atividade carrapaticida de substancias de origem vegetal em aplicagdes no

ambiente de pastagem se tornem realidade.
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6 CONCLUSAO

v Carvacrol apresenta atividade carrapaticida sobre larvas e ninfas ndo ingurgitadas de
A. dubitatum porém, a atividade carrapaticida foi mais eficiente sobre larvas nédo
ingurgitadas.

v Os estagios imaturos de A. dubitatum sdo mais resistentes a atividade de carvacrol em

comparagao aos estagios imaturos de A. cajennense s.1..
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