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Iniciando mais um ano de publicacées, com sua periodicidade rigorosa-
mente em dia, o 19° volume da Revista Biociéncias traz aos seus leito-
res uma larga abrangéncia de assuntos das biociéncias em seus artigos.
Entre os de ciéncias biologicas sdo tratadas as relacées inseto-planta
(mariposas e alamandas); plantas medicinais no Rio Grande do Sul;
biologia de peixes marinhos na Bahia; acaricidas para parasitoses bovi-
na; impacto do pisoteio de gado no solo; efeito mutagénico da poluicdo
atmosférica em plantas bioindicadoras; uso de desinfetantes em para-
sitoses caninas e pratica discente de biologia no ensino médio. Na drea
da saude sdo apresentados os resultados da relacéGo das queimadas no
Pantanal Matogrossense nas doencas respiratorias, alteracées pelo HPV
em exames colpocitologicos e epidemiologia de meningites em Minas
Gerais. Desejamos a todos uma boa leitura!

Taubaté, 30 de junho de 2013
Simey Thury Vieira Fisch
Editora-chefe da Revista Biociéncias

Starting another year of publications, with its periodicity strictly up
to date, the 19th volume of the “Revista Biociéncias” brings its re-
aders a wide range of issues of biosciences in your articles. Among

the biological sciences it was discussed the insect-plant relationships

(moths and Alamandas); medicinal plants in Rio Grande do Sul; biology
of marine fish in Bahia; acaricides to cattle parasites; use of disinfec-
tants in canine parasites; impact of cattle trampling on soil; mutagenic
effect of pollution atmospheric bioindicators and teaching practice of
biology in high school. In the health area are presented results of the
relationship between fires in Pantanal and respiratory diseases; amen-
dments by HPV in cervical cytology and epidemiology of meningitis in
Minas Gerais. We wish you all a good read!

Taubaté, June 30, 2013
Simey Thury Vieira Fisch
Editor-in-Chief of the journal Bioscience
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Avaliacao “in vitro" do potencial acaricida do dleo
essencial de Tagetes minuta frente a Riphicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887)

In vitro assesment of Tagetes minuta essencial oil acaricide potencial against Riphicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887)
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Resumo

O carrapato Boophilus microplus é considerado um dos mais importantes ectoparasitos do rebanho bovino, e, para o con-
trole desse ectoparasito comumente é preconizado o uso de acaricidas quimicos, que apresentam custo elevado, e que,
devido ao uso extensivo, tém acarretado selegdo de cepas resistentes. No presente estudo foi avaliada a eficiéncia in vitro
do extrato fluido alcodlico concentrado e do dleo essencial de Tagetes minuta sobre teledginas de B. microplus. Para tanto,
amostras de partes aéreas de T. minuta foram coletadas entre os meses de Margo e Maio de 2009, em uma propriedade
rural do municipio de Piedade — SP, as quais foram submetidas a secagem em temperatura ambiente. Para obtengdo do
6leo essencial foi utilizado processo de extragdo através do aparelho de Clevenger modificado e para obtengdo do extrato
fluido alcodlico o processo “C” de percolagdo fracionada, segundo a Farmacopéia Brasileira 22 edicdo. Para realizacdo do
biocarrapaticidograma, 150 fémeas ingurgitadas de B.microplus foram coletadas de bovinos infestados originarios do mu-
nicipio de Pindamonhangaba — SP, as quais foram conduzidas ao Laboratério de Sanidade Animal do Polo Regional do Vale
do Paraiba - APTA, em Pindamonhangaba, para realizacdo do teste de imersdo de fémeas ingurgitadas. Muito embora 100%
das teledginas tenham sobrevivido ao desafio frente ao extrato fluido alcodlico, observou-se 96,67% de mortalidade para o
6leo essencial revelando desse modo o potencial uso deste no controle de B.microplus.

Palavras-Chave: Tagetes minuta, dleo essencial, acaricida, Boophilus microplus.

Abstract

The tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus is considered one of the most important ectoparasites of the cattle herd, and
for its control is commonly recommended the use of chemical acaricides, which are expensive, and because of extensive
use, have been inducing selection of resistant strains. The in vitro efficiency of the concentrated alcoholic fluid extract
and the essential oil of Tagetes minuta against R. (B.) microplus teleogins were evaluated in the present research. For this,
aerial parts of T. minuta were collected from March to May, 2009, in a rural property of Piedade township — SP, which were
dried in ambient temperature. To obtain the essential oil the extraction process used was an modified Clevenger appara-
tus and for obtaining the alcoholic fluid extract was used the process "C" fractional percolation, according to the Brazilian
Pharmacopoeia 2nd edition. To perform the biocarrapaticidogram, 150 B.microplus engorged females were collected from
infested cattle originated from the city of Pindamonhangaba - SP, which were conducted to the Animal sanity laboratory
from the Paraiba Valley Regional Agribusiness Technological Regional Development of Pindamonhangaba to perform the
immersion test of engorged females. Although 100% of the ticks have survived the challenge facing the alcoholic extract
fluid, it was observed 96.67% for the essential oil thereby revealing the potential use of this to control B.microplus.

Keywords: Tagetes minuta, essential oil, miticide, Boophilus microplus.

! Laboratdrio de Parasitologia — FAPI - Faculdade de Pindamonhangaba

? Laboratdrio de Sanidade Animal - APTA - Agéncia Paulista de tecnologia dos Agronegocios — Polo Regional de desenvolvimento tecnolégico
dos agronegdcios do Vale do Paraiba
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Introducao

A infestagdo pelo carrapato Boophilus micro-
plus assume um papel de fundamental importéncia,
pois esse parasita se destaca como um dos que mais
prejudicam o desempenho dos animais, em conse-
qiiéncia das ag¢des espoliadoras, mecénica e tdoxica
que exercem sobre eles. E uma das ectoparasitoses
mais impactante para o rebanho brasileiro, causan-
do enormes prejuizos ao produtor e grande descon-
forto para os animais, o que pode vir a prejudicar o
seu desenvolvimento e produgao.

No Brasil, a espécie B. microplus, ocorre em pra-
ticamente todas as regides, devido as condigoes cli-
maticas favoraveis ao seu desenvolvimento. Esses
acaros causam muitos prejuizos aos seus hospedei-
ros, por agdo direta espoliadora de ingestao de san-
gue ou por lesdes na pele dos animais, nos locais de
sua fixa¢do. Neste tltimo caso, acabam por facilitar
a instalacdo de miiases (bicheiras) e podem servir de
porta de entrada para bactérias que infeccionam o
local, e conseqiientemente levando a desvalorizacao
do couro pelas imperfei¢des que apresenta.

O método de controle carrapaticida mais em-
pregado atualmente é o uso de produtos quimicos
tais como: organofosforados, piretroides, formamidi-
nas, fluazuron, fipronil. Estes sdo aplicados geralmen-
te nas formas de aspersao, pour on ou injetaveis, o que
acarreta custo elevado e, pelo uso em doses elevadas,
a possivel ocorréncia de residuos na carne e no leite.

O controle efetivo de parasitos e vetores de do-
engas parasitarias através de produtos quimicos con-
vencionais tem encontrado dois grandes problemas: o
desenvolvimento acelerado da resisténcia ao principio
ativo e os residuos nos produtos de origem animal, que
tém provocado preocupagdo na sociedade e orgaos
governamentais. Estes dois pontos tém determinado
efetivamente o rumo atual das pesquisas cientificas na
area da parasitologia (CHAGAS, 2004).

Segundo Lobato (2001) o parasito encontra
meios de evitar a acdo do produto quimico para
sobreviver e se reproduzir, além disto, o uso inade-
quado e exagerado de vermifugos, carrapaticidas
e outros, faz com que o problema dos residuos se
acentue, alarmando a sociedade consumidora.

Com relagdo aos riscos para o consumidor, estes
decorrem da insignificante barreira natural entre a
aplicagdo do produto e a contamina¢ido do alimento
(carne, leite, etc) e do fato de que os pardmetros para a

seguranca alimentar do consumidor sao assuntos ne-
gligenciados ou, as vezes, intencionalmente ignorados
pelos servicos de inspecdo (CERQUEIRA, 2003).

Levando-se em conta esses aspectos, se faz neces-
saria a busca de diferentes medidas para controlar a
infestacao de bovinos por B. microplus. Deste modo,
o uso de plantas medicinais com atividade carrapati-
cida surge como uma promissora alternativa.

HERNANDEZ et al. (1987) relatam que o uso de
produtos naturais poderia minimizar o desequilibrio
ecologico e a contaminagao ambiental causada pelo uso
intensivo de produtos quimicos sintéticos; De acordo
com CHUNHSAMARNYART et al., (1996) acaricidas
originados de plantas tendem a ter baixa toxicidade aos
mamiferos, rapida degradagao e desenvolvimento len-
to de resisténcia. Estas caracteristicas reforcam o apelo
aos biocarrapaticidas, os quais podem promover o con-
trole do carrapato bovino, R. (B.) microplus de maneira
menos agressiva ao meio ambiente.

Umas das classes que tem potencial para utilizacao
no manejo integrado de pragas sdo os 6leos essenciais
que ja fazem parte de algumas formulagdes apresentan-
do acdo inseticida e/ou repelente. A atividade insetici-
da de dleos essenciais pode ocorrer de diversas formas
causando mortalidade, deformac¢des em diferentes es-
tagios de desenvolvimento, como também repeléncia
e deterréncia, sendo a atividade repelente 0 modo de
acdo mais comum dos 6leos essenciais e de seus com-
ponentes majoritarios (LIMA et al, 2008).

Em estudos de controle de fitonematdides, T. mi-
nuta inibiu a formacao de galhas do Meloidogyne in-
cognita em tomate e berinjela, quando plantados no
mesmo vaso, e reduziu a multiplicacdo de Rotylen-
chulus renoformis e Tylenchorhynchus brassicae em
tomate, berinjela, repolho e couve flor. Os exsudatos
radiculares de T. minuta mostraram uma forte acao
nematicida. Extratos hidroalcodlicos das folhas de T.
minuta ja demonstraram atividade antibacteriana e
antifungica (FERRAZ & FREITAS, 2004). Cestari et
al. (2004) demonstraram atividade pediculicida do
6leo essencial de T. minuta, frente a Pediculus huma-
nus capitis.

Outros estudos ja foram concretizados objetivan-
do avaliar uso de T. minuta para controle de pragas
em graos armazenados (RESTELLO; MENEGATT;
MOSSI, 2009), combate a microrganismos patogénicos
(SOUZA; AVANCINI; WIEST, 2000) e efeito larvicida
contra Aedes aegypti (FURTADO et al, 2005).

Nos ultimos anos, resultados de pesquisas de-
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monstraram a atividade de diferentes extratos de
T. minuta frente a larvas de R. (B.) microplus (FIO-
RI et al. 2011), bem como frente a teledginas dessa
mesma espécie (FURTADO et al. 2010; FIORI et al.
2012; Garcia et al. 2012).

Tendo como base o exposto, no presente traba-
lho objetivou-se avaliar o potencial carrapaticida do
6leo essencial e do extrato fluido alcodlico, obtidos
a partir da planta Tagetes minuta, conhecida popu-
larmente como vara de rojao.

Material e Métodos

Para realizagdo deste trabalho, foram utilizadas
folhas, flores e talos da planta T. minuta.

As amostras de T. minuta foram coletadas en-
tre os meses de Mar¢o e Maio de 2009, em um si-
tio situado no bairro de Vila Elvio pertencente ao
municipio de Piedade - SP. A secagem foi feita em
temperatura ambiente.

Foi preparada exsicata da planta e enviada para a
Universidade de Sao Paulo (USP) com registro de nu-
mero (protocolo) 033, sendo que a identificagdo e a con-
servagao foram realizadas no laboratério de Farmacog-
nosia da Faculdade de Pindamonhangaba (FAPI).

A planta em estudo foi submetida ao processo de
extragao através do aparelho de Clevenger modifica-
do para obten¢ao do 6leo essencial e percolagdo fra-
cionada para obtencédo do extrato fluido alcodlico.

Para obtengdo do extrato alcodlico, foi utilizado
o processo “C” de percolagao fracionada, segundo a
Farmacopéia Brasileira 2° edi¢do, onde foi utilizado
300g da droga, conforme segue:

1- Para a 1* extragdo, pesou-se 150g da droga,
umedeceu-se uniformemente com o liquido extra-
tor alcool 70°, em seguida o p6 umedecido foi trans-
ferido para o percolador adequado, onde a droga
foi coberta completamente pelo liquido extrator e
deixou -se macerar. Foi separada a 12 fracao de 60
mL e recolhidas mais cinco fragdes de 70 mL.

2- Para a 2° extragdo, pesou-se 90g da droga,
umedeceu-se com o percolato obtido depois da fra-
¢do separada da 1? extragdo, em seguida o po ume-
decido foi transferido para o percolador e foi utili-
zado como liquido extrator as por¢oes restantes do
percolato obtidas na 1* extragdo e usadas na ordem
em que foram recolhidas. Foi separada a 22 fragdo
de 90 mL e recolhidas mais cinco fragdes de 60 mL.

3- Para a 3% extragdo, pesou-se 60g da droga,

umedeceu-se com o percolato obtido da 12 fragdo do
percolato da 2? extragao, em seguida o p6 umedecido
foi transferido para o percolador e foi utilizado como
liquido extrator as porgoes restantes do percolato ob-
tidas na 2 extra¢ao e usadas na ordem em que foram
recolhidas. Foi separada a 3 fracao de 150 mL.

Ao final foram misturados as trés fragdes perco-
latos obtidos das trés extracoes, totalizando 300mL
de extrato fluido, dos quais o solvente foi extraido
por evaporac¢io em aparelho de rotavapor.

Ja para a obtencao do 6leo essencial, foi utiliza-
do o aparelho de Clevenger modificado, no qual ha
inducao de evapora¢ao do 6leo essencial e recupera-
¢d3o do mesmo por condensagao.

Para avaliar a atividade carrapaticida dos extratos ob-
tidos foram utilizadas fémeas ingurgitadas de uma popula-
¢ao de B. microplus, proveniente de bovinos de uma fazen-
da situada no municipio de Pindamonhangaba - SP.

Utilizou-se a técnica in vitro de Drumond et al. (1973).

Para os ensaios com o extrato fluido, as teledginas foram
separadas em 8 grupos contendo 10 fémeas em cada grupo.

A distribuicao das fémeas ingurgitadas foi feita
em copos descartaveis enumerados de 1 a 8. Cada
grupo foi pesado em balanga analitica.

Os grupos 1, 2 e 3 foram tratados com o extra-
to A concentrado, os grupos 4, 5 e 6 foram tratados
com extrato A diluido a 50% com alcool 70% e os
grupos 7 e 8 foram os grupos controle tratados com
agua. Cada grupo ficou submerso durante 10 minu-
tos em sua respectiva solugdo. Findo este tempo, as
teledginas de cada grupo foram retiradas das solu-
¢Oes, secas em papel toalha e transferidas para 05
placas de Petri enumeradas, sendo estas colocadas
em estufa BOD a 27° C por 14 dias.

Para avaliar a mortalidade das teledginas frente
as solucoes obtidas, avaliou-se semanalmente, por
duas semanas, os movimentos peristalticos e de pata
das teledginas ao serem estimuladas por fonte lumi-
nosa (lampada halogénea 6V - 25W).

Findo este tempo, foi observado a ovipostura das
teledginas, sendo que os ovos de cada grupo foram
separados em tubos de ensaio e pesados. Os tubos
de ensaio foram colocados em estufa BOD a 27° C
por 14 dias para avaliacao da eclosdo dos ovos.

Para o ensaio com o 6leo essencial, foram utilizadas 90
teledginas separadas em 9 grupos contendo 10 fémeas em
cada grupo, sendo que os grupos 1, 2 e 3 foram tratados
com o 6leo essencial na dilui¢do 1/10 em acetona 40%, os
grupos 4, 5 e 6 foram tratados com o 6leo essencial na di-
luigao 1/20 em acetona 40% e os grupos 7, 8 e 9 foram os
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grupos controle tratados com agua. Cada grupo formado
foi submetido a0 mesmo procedimento que foi utilizado
no ensaio com o extrato A.

Para obter os resultados da mortalidade das teledginas,
reducdo da postura, eficacia do produto e eficacia de re-
produgao, foram utilizados modelos matematicos, ja con-
sagrados pela literatura cientifica, a saber:

Mortalidade (%) (Abott, 1925):

Mortalidade (%) = (Grupo controle - Grupo tra-
tado)/ Grupo controle x 100

Eficacia do produto (%) (Drumond et al., 1973):

IR = Peso da massa de ovos X % de eclosao X 20.000/
Peso das teledginas

IR = Indice Reprodutivo

EP = (IR controle - IR tratado) X 100/ IR controle
EP = Eficacia do produto (%)

Resultados

Observou-se que o extrato fluido néo foi efi-
ciente no controle de R. (B.) microplus, ja que
100% das teledginas sobreviveram, apos a reali-
zagdo dos experimentos para avaliagdo de morta-
lidade. Cabe ressaltar que o mesmo extrato tam-
bém nao apresentou eficiéncia satisfatdoria, no que
diz respeito a atividade ovariostatica, ja que indu-
ziu baixa reducao de postura, quando comparado
ao grupo controle (tabela 1).

Tabela 1 - Eficécia in vitro do extrato fluido de Tagetes minuta quanto a redugio de postura de teledginas
de Rhipicephalus (B.) microplus. Teste de Drumond. Vale do Paraiba. Outubro 2009

Grupos Peso da Postura em| Média do peso da Reducio de postura (%)
gramas postura em gramas
10% 0,300 0,366 23,02
0,495
0,302
5% 0,510 0,421 11,30
0,395
0,359
Controle 0,320 0,475
0,630

Para o ensaio com o 6leo essencial de T. mi-
nuta, obteve-se os seguintes valores para ava-
liacdo da mortalidade de fémeas ingurgitadas,
96,7% na concentracao de 10% e 30% na con-
centracao de 5% (tabela 2).

A reducao de postura ocorreu em fun¢ao da
mortalidade das teledginas e ndo em decorrén-
cia de efeito ovariostatico do produto, sendo que
o mesmo resultado pode ser atribuido sobre a
eclosao das larvas, ja que apesar da elevada mor-

Tabela 2 - Eficacia in vitro do 6leo essencial de Tagetes minuta quanto a mortalidade de teledginas de
Rhipicephalus (B.) microplus. Teste de Drumond. Vale do Paraiba. Outubro 2009

Grupos Sobrevivéncia Med!aAde. Mortalidade (%)
(valor absoluto) sobrevivéncia
10% 0 0,33 96,67
0
1
5% 7 7,00 30,00
8
6
Controle 10 10,00
10
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talidade observada, todas as fémeas que sobrevi-
veram efetuaram postura, havendo uma eclosao
entre 95% e 100% desses ovos (tabela 3).

A eficiéncia do Oleo essencial de T. minuta
para o controle de R. (B.) microplus foi de 99,1%
e de 45,5%, nas concentracoes de 10% e de 5%,
respectivamente (tabela 3).

Discussao

Conforme mencionado anteriormente, uma das
maiores dificuldades para o controle da infestagdo
causada por R. (B.) microplus no rebanho bovino,
consiste no desenvolvimento de resisténcia desse car-
rapato aos carrapaticidas sintéticos, tornando bastan-

Tabela 3 - Determinagdo da eficiéncia in vitro do Oleo Essencial de T. minuta sobre teleéginas de Rhipice-
phalus (B.) microplus. Teste de Drumond. Vale do Paraiba. Outubro 2009

Eclosdo Média
Grupos | PesoTel | Peso Post Calculo IR Calculo IE IE
(%) IE
10% 2,415 0 0 0,0 1000000,0 101,98 99,11
2,370 0 0 0,0 1000000,0 101,98
2,443 0,103 100 84322,6 915677,4 93,38
5% 2,860 0,74 95 491608,4 508391,6 51,84 45,51
2,252 0,776 95 654706,9 345293,1 35,21
2,401 0,618 100 514785,5 485214,5 49,48
Controle 2,302 1,244 95 1026759,3 0,0 0,00
2,217 1,087 95 931574,2 95185,1 9,71
2,186 1,093 100 1000000,0 26759,3 2,73

te intricado o combate dessa ectoparasitose na rotina
do pecuarista, e fazendo-se ressaltar a necessidade de
buscar alternativas para superar esta dificuldade.

No presente trabalho, observou-se que o dleo
essencial de T. minuta apresentou-se eficaz para o
controle do R. (B.) microplus “in vitro” (mortalidade
de 96,67%), com indice de eficiéncia de 99,11%, na
concentragdo de 10%.

Recentemente Moyo et al. 2009 avaliaram o uso
potencial de T. minuta no controle “in vivo” de car-
rapatos bovinos, dentre os quais R. (B.) microplus.
No entanto, em seus experimentos, verificaram que
o extrato por eles utilizado foi ineficaz no combate a
este ectoparasito, contrariando, em parte, os resulta-
dos observados no presente trabalho.

Cabe ressaltar, entretanto, que o método de ex-
tracdo utilizado por Moyo et al. (2009), a saber, ma-
ceragdo de 60 gramas de folhas em 200 mililitros de
agua destilada, seguida de extragdo overnight e fil-
tragem, ndo permite a extragao de 6leos essenciais, o
que possivelmente influenciou na auséncia de ativi-
dade carrapaticida que os autores observaram.

A auséncia de atividade carrapaticida que tam-
bém foi observada no presente trabalho, apds ava-
liagdo do extrato fluido, corrobora com os achados
de Moyo et al. (2009), pelo mesmo motivo aventado
anteriormente, haja vista o fato de que a percolagao
fracionada para obtengdo do extrato fluido alcodli-

co preservou quantidades reduzidas do 6leo essen-
cial, que conforme observado, ndo foram capazes de
exercer o efeito esperado. Ja na extragao utilizando o
aparelho de Clevenger modificado (extrato B), prio-
rizou-se a obtengdo do o 6leo essencial, que confor-
me ja mencionado, apresentou eficiéncia de 99,11%
contra R. (B.) microplus, na concentragao de 10%.

A agio carrapaticida do 6leo essencial de T, mi-
nuta, observada no presente trabalho, pode estar
relacionada com indu¢ao de desarranjo nos fila-
mentos de actina e miosina, o que poderia provo-
car lesdes, por exemplo, em nivel de trato digestdrio,
haja vista o fato de que, segundo Mora-Hernandéz
et al. (1997), a estrutura histologica do intestino des-
tes artropodes é composta por uma membrana ba-
sal coberta por varias camadas de fibras musculares
longitudinais e circulares. Neste caso poderiam so-
frer acao dos componentes do dleo, de forma a inibir
a alimentacado destes.

Recentemente outros pesquisadores realizaram
experimentos semelhantes, porém com resultados dis-
crepantes: Garcia et al. (2012) demonstrou eficacia de
95% do 6leo essencial de T, minuta na concentragdo de
20%, frente a quatro diferentes espécies de carrapatos,
incluindo R. (B) microplus. Fiori et al. (2012) relatou
eficacia de 100% do 6leo essencial, na concentragao de
6,25%, frente a teledginas deste ectoparasito.

As incongruéncias existentes entre os dois traba-

Revista Biociéncias - Universidade de Taubaté

- 108 -

Vi19-n.1-2013



‘ l/ ISSN 1415-7411

revista
iociéncias

lhos supracitados e o presente trabalho podem estar
relacionadas com oscilagdes na concentragdo dos
componentes do dleo essencial, que podem oscilar
com condi¢des climaticas e de solo, bem como com
fatores relacionados com a época e condi¢des da re-
alizagdo dos experimentos. De qualquer modo, ten-
do em vista as dificuldades relacionadas ao controle
do carrapato R. (B) microplus, destaca-se o potencial
uso do dleo essencial de T. minuta como potencial
componente de produtos carrapaticidas.

Conclusao

O extrato alcodlico do 6leo essencial de Tagetes
minuta nao apresentou atividade carrapaticida, no
entanto o 6leo essencial na concentracio de 10%
apresentou 99,11% de eficiéncia no controle de R.
(B.) microplus. Na concentra¢do de 5% apresentou
45,51% de eficiéncia, destacando-se neste sentido a
importéncia desse 6leo para o desenvolvimento de
produtos com potencial para o controle da infesta-
¢do por R. (B.) microplus no rebanho bovino.
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