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RESUMO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus representa um grande problema na bovinocultura e o uso de
acaricidas € a medida de controle profilatico e terapéutico mais comum contra esses ectoparasitos. Os
principais problemas relacionados com essa pratica dizem respeito ao desenvolvimento de linhagens
resistentes de carrapatos. Assim, objetivou-se determinar o efeito de extratos da casca de Anadenanthera
macrocarpa sobre as larvas de R. (B.) microplus, obtidas de um pool de ovos, acondicionadas em tubo de
polietileno. De acordo com os resultados, o extrato aquoso na concentracéo de 8,26mg.mL™ causou 85%
de mortalidade nas primeiras 12 horas. Quanto ao extrato etandlico, observou-se maior mortalidade nas
concentracdes 12,5; 6,25 e 1,56mg.mL™, em torno de 84%, percentuais semelhantes ao amitraz. Os
controles negativos ndo apresentaram mortalidade durante o experimento. Assim, tanto o extrato aquoso
como o extrato etandlico apresentaram efeito larvicida, embora o extrato etandlico tenha sido mais
eficiente para a espécie, podendo ser uma alternativa no controle desse ectoparasito.
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ABSTRACT

Rhipicephalus (Boophilus) microplus represents a major problem in cattle breeding and the use of
acaricides is the most common prophylactic and therapeutic control measure against these ectoparasites.
The main problems with this practice relate to the development of resistant strains of ticks. Thus, the
objective was to determine the effect of bark extracts from Anadenanthera macrocarpa on the larvae of
R.(B.) microplus, obtained from a pool of eggs packed in a polyethylene tube. According to the results,
the aqueous extract at a concentration of 8.26mg.mL"caused 85% mortality in the first 12 hours. As for
the ethanolic extract, higher mortality of about 84%, a percentage similar to amitraz, was observed at
concentrations of 12.5mg.mL™, 6.25mg.mL™" and 1.56mg.mL™. The negative controls showed no mortality
during the experiment. Thus, both the aqueous and ethanolic extracts showed larvicidal activity, although
the ethanolic extract has been more efficient and could be an alternative to control this ectoparasite.
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INTRODUCAO econémico, reduzindo o ganho de peso e a

producdo de leite, bem como a transmissdo

Rhipicephalus ~ (Boophilus)  microplus,  é de patégenos como babesiose (Babesia bovis
considerado um dos mais importantes parasitas e B. bigemina) e anaplasmose (Anaplasma
de animais, incluindo bovinos, buafalos, cavalos, marginale). No Brasil, 0 grau de infestagdo desse
burros, cabras, cervos, ovelhas, porcos, cées e parasita € responsavel por perda econdmica
alguns animais selvagens. Causa impacto significativa, 0 que representa aproximadamente

2 bilhdes de doélares por ano (Grisi et al., 2002;
Canales et al., 2008).
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O uso de acaricidas é a principal forma de
controle dos carrapatos em rebanho bovino,
principalmente por meio de aspersdo ou banho
de solucdo aquosa. Os sistemas dorsal, injetavel
e por bolos gastricos tém sido incrementados nos
Ultimos anos, facilitando o manejo. Novas
formas de administragdo dos produtos vém sendo
desenvolvidas com o objetivo de facilitar o
manejo e aumentar a eficiéncia dos produtos
guimicos no controle do carrapato (Brito et al.,
2011).

O controle quimico utilizando acaricidas
comegou no século XX com o0s compostos
arsenicais e, desde a década de 30, registram-se
casos de resisténcia a esse principio ativo. A
primeira constatacdo de resisténcia de R.(B.)
microplus aos produtos cloroarsenicais, até entéo
de uso corrente, deve-se aos pesquisadores do
Instituto de Pesquisas Veterinarias "Desidério
Finamor" do estado do Rio Grande do Sul. Os
organoclorados e organofosforados comecaram a
ser usados no inicio da década de 50. Vinte anos
mais tarde iniciou-se o uso das formamidinas e,
logo ap6s, o uso dos piretroides sintéticos,
devido a existéncia de populacbes de carrapatos
resistentes aos principios ativos (Pereira, 1982).
O mercado de substancias acaricidas no Brasil
movimenta cerca de US$ 960 milhGes por
ano e constitui 34% do mercado de produtos
veterinarios  (Sindan, 2010). Para serem
registrados, 0s novos produtos para o controle do
carrapato devem apresentar pelo menos 95% de
eficacia, segundo critérios do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa)
(Brito et al., 2011; Krawczak et al., 2011).

De acordo com Uilenberg (1996), inseticidas e
acaricidas provocam certo grau de contaminacao
ambiental, sendo prejudiciais & vida aquatica. H&
neles substdncias que tém propriedades fisico-
guimicas que os tornam ainda mais prejudiciais.
Os residuos e os produtos de degradagdo dos
acaricidas no leite e/ou carne constituem um
problema universal e de grande importancia na
salde publica. Sua presenca interfere na
comercializagdo de produtos de origem animal.

O uso indiscriminado de acaricidas resulta em
varios problemas, como custo do manejo e perda
de compostos antes eficientes no controle,
devido a selecdo de populagBes resistentes
(Rodriguez-Vivas et al., 2011). Além disso, 0
uso de acaricidas pode promover a selecdo de
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linhagens de carrapatos, o que diminui o periodo
de protecdo dos produtos e aumenta o custo de
tratamento, que se torna cada vez mais intenso.

Hoje buscam-se métodos alternativos para o
controle de ectoparasitas. E importante salientar
que as plantas, sobretudo nas regiGes tropicais,
apresentam grande diversidade de compostos
com acdo inseticida e/ou acaricida, os quais
podem ser utilizados como extratos vegetais, ou
como produtos comerciais ou semicomerciais
(Mordue e Blackwell, 1993), produtos estes
oriundos da coevolugdo organismo/plantas. Esses
produtos naturais também podem ser usados
como modelos para a sintese de acaricidas
sintéticos com caracteristicas desejaveis, como
maior eficiéncia, biodegradacdo e menor
toxicidade a organismos ndo alvos (Hedin et
al.,1994; Haq et al., 2004).

O extrato de uma determinada planta pode conter
milhares de compostos, oriundos do metabolismo
secundério, assim o isolamento de substancias
com potencial inseticida/acaricida, guiado por
bioensaios, ¢ a melhor forma para se descobrir
fitotoxinas naturais, importantes no controle de
pragas. Trabalhos tém demonstrado que os 6leos
essenciais das plantas apresentam atividade
inseticida, podendo ser repelente, ovicida,
larvicida, além de inibirem a alimentacdo, o
crescimento e a oviposicdo (Ho et al., 1996;
Regnault-Roger, 1997; Papachristos et al., 2004;
Tapondjou et al., 2005; Salem et al., 2007;
Stamopoulos et al., 2007; Rajendran e Sriranjini,
2008). Muitos dos ingredientes ativos presentes
nos 6leos sdo metabdlitos secundarios secretados
pelas plantas na defesa quimica contra
artrépodes,  patégenos e  microrganismos
(Regnault-Roger, 1997; Rajendran e Sriranjini,
2008). Vérias familias de plantas tém sido
extensivamente pesquisadas em relacdo a sua
atividade bioldgica (Vieira et al., 2001; Moreira
et al., 2007; Rosell et al., 2008; Rajendran e
Sriranjini, 2008; Silva et al., 2012).

A planta-alvo no presente  estudo &
Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan,
pertencente a familia Fabaceae e a subfamilia
Mimosoideae e conhecida popularmente como
angico preto, vermelho, amarelo, branco, bravo,
do campo, rajado, fava, jacaré, rosa, do mato,
arapiraca, brincos de sagui, cambui ferro,
curupai, guarapiraca, angico de casca, parica,
cebil e angico de curtume (Lorenzi, 1992;
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Carvalho, 1994). S&do reconhecidas pelo valor
nutricional de suas sementes, que sdo ricas em
proteinas, carboidratos e 6leo. Os compostos
envolvidos na defesa quimica incluem lectinas,
inibidores de protease e amilase, toxinas e
metabolitos secundarios de baixa massa
molecular (Xavier-Filho, 1993). Apesar da
diversidade de compostos de defesa, poucos
estudos tém sido realizados sobre a toxicidade a
ectoparasitas.

Considerando-se 0 avango nas pesquisas
relacionadas aos acaricidas/inseticidas de origem
boténica e as perspectivas para a sua utilizacdo
no controle de ectoparasitas, desenvolveu-se este
trabalho com o objetivo de avaliar, em condi¢des
de laboratério, o efeito acaricida do extrato
aquoso e etandlico de A. macrocarpa sobre
larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios farmacoldgicos foram conduzidos
no Laboratério Ciéncias Fisiologicas do
Departamento de Morfofisiologia Veterinaria do
Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade
Federal do Piaui.

As cascas de A. macrocarpa foram coletadas
no municipio de Angical-Pl, no periodo de
fevereiro/2006, identificadas e depositadas no
“Herbario Graziela Barroso”/UFPI, exsicata
n°21.643/TEPB. A casca da planta, apds ser
cortada em pedacos menores, foi submetida
a secagem em uma estufa de circulagdo
de ar forcada durante trés dias, a uma
temperatura méxima de 45°C. Apds completa
secagem, o material foi triturado em moinho e
acondicionado em frasco de  vidro
hermeticamente fechado.

O extrato aquoso (EA) da A. macrocarpa foi
preparado com 60g da matéria vegetal para
600mL de agua destilada, seguido de cocgdo por
dois minutos. Apds filtracdo, determinou-se o
peso seco do extrato e retiraram-se trés aliquotas
de 1mL da solugdo acondicionadas em frascos,
os quais foram colocados em estufa com
circulagcdo forcada de ar até obtengdo de peso
constante. A massa média obtida referente a ImL
foi relacionada ao respectivo volume total e
correspondeu a  concentragdo  final  de
8,26mg.mL™.
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O extrato etanolico (EE) foi obtido mediante
maceracdo da matéria vegetal a frio, ap6s quatro
extraces sucessivas em intervalos de cinco dias.
Posteriormente, foi filtrado e colocado em
evaporador rotativo a vacuo, a temperatura de
50°C, sob presséo de 500 a 750mmHg. O extrato
foi congelado em nitrogénio liquido e, em
seguida, liofilizado. Depois disso, pesaram-se
2,5g do extrato, o qual foi diluido em 25mL de
dimetilsulfoxido e 175mL de agua destilada,
obtendo-se a concentracdo de 12,5mg.mL .

As teledginas de R.(B.) microplus foram
coletadas em fazendas localizadas na zona rural
de Teresina, PI, situada na regido Nordeste do
Brasil, latitude e longitude 05° 05° 21°” ¢ 42° 48’
07> W, respectivamente. A temperatura média
¢ da ordem de 28,8°C, e a precipitacdo
pluviométrica de 1360mm na média anual
(Sudene, 1990). As fémeas ingurgitadas foram
coletadas de hospedeiros que ndo tinham sido
expostos a carrapaticida quimico a no minimo 90
dias. Posteriormente, foram divididas em grupos
de 10 e pesadas em balanca de preciséo
(0,0001g). Ao microscdpio esteroscopico,
verificou-se auséncia de mutilagdes e de
ma formacdo nas fémeas selecionadas. Na
sequéncia, foram lavadas em agua destilada,
secas em papel-toalha e individualizadas para
realizarem a oviposicdo. Das oviposturas
constituiu-se um pool de ovos, 0s quais foram
acondicionados em tubo, identificados e vedados
com algodao hidréfilo e umedecido, que manteve
a umidade no interior dos tubos, até o inicio dos
testes.

Utilizaram-se 0 extrato aquoso ha concentragao
de 8,26; 4,13; 2,06; 1,03; 0,51mg.mL™ e o
etandlico na concentracdo de 12,5; 6,25; 3,12;
1,56; 0,78mg.mL™*, tendo como controle
negativo a agua destilada e o dimetilsulfoxido e
como controle positivo o amitraz 0,25mg.mL™
(dosagem recomendada para bovinos). As larvas,
ao sairem do tubo, foram coletadas com um
pincel n° 4 e imediatamente imersas nas placas
de Petri contendo as solucgBes testes, por 90s
e, em seguida, colocadas sobre o centro do
papel- filtro do dispositivo de contencdo para
ensaios com acaricidas, afastadas umas das
outras para facilitar sua observacdo. Colocaram-
se 20 larvas, tratadas por dispositivo construido a
partir de placa de Petri descartavel (9,4cm X
1,5cm), papel-filtro quantitativo (9cm de
didmetro) e parafina. O papel-filtro serviu como
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piso para as larvas e para retirar 0 excesso de
solucdo. Foi colocado sobre a face interna
da tampa da placa de Petri, que funcionou
como base do dispositivo. A placa foi lacrada
colocando-se entre as suas bordas parafina em
fusdo. Para cada concentracdo, foram utilizados
10 dispositivos (10 repeti¢bes), bem como para
0s grupos-controle. Os dispositivos foram
mantidos a temperatura e umidade relativa
ambiente. Para se observar a interacdo entre as
larvas e as solucbes, os dispositivos foram
levados ao microscopio estereoscoOpio  nos
tempos seis, 12, 18 e 24 horas ap6s a imerséo, e,
com o0 auxilio desse aparelho, registrou-se, em
cada horario, a mortalidade.

Para possibilitar a comparacdo dos resultados
com 0s de outros pesquisadores, foram utilizadas
nos bioensaios larvas com 14 a 21 dias, e, para
efeito de calculo de mortalidade, larvas sem
capacidade locomotora foram consideradas
mortas (FAO, 1995).

aplicado o teste de Duncan, a um nivel de 95%
de probabilidade. A eficiéncia dos tratamentos
foi interpretada de acordo com o estabelecido
pela Organizagdo Mundial de Sa(de, em que a
mortalidade média igual ou superior a 80%
configura status de susceptivel ao vetor, e abaixo
de 80%, status de resisténcia (WHO, 1970;
1992), e pelo Ministério da Agricultura, que
preconiza para registro do acaricida mortalidade
minima de 95% dos ixodideos na dosagem
recomendada (Brasil, 1990).

RESULTADOS

O peso seco medio obtido para o extrato aquoso
(EA) e o extrato etandlico (EE) foi de
8,26mg.mL™" e 12,5mg.mL™ , respectivamente.

Os resultados obtidos com o extrato aquoso e o
etandlico da planta A. macrocarpa estdo listados
na Tab. 1. A eficacia do tratamento corresponde
aos percentuais médios de mortalidade das larvas
de R.(B.) microplus.

Para verificar a

concentragdo, na eficiéncia

da
larvicida,

influéncia

variavel

foi

Tabela 1. Acgéo larvicida de diferentes concentragcdes do extrato aquoso e etandlico de A. macrocarpa
sobre R.(B.) microplus, observadas durante 24h (n=20)

Extratos Concen_tl. Morte Morte Morte Morte Total de Eficiéncia
(mg.mL™) 6h 12h 18h 24h mortes
Extrato aquoso 0,51 1,4cd 1,6d 3,1le 5,9bc 12,0e 60,5%
1,03 1,6cd 2,7bcd 3,4cde 6,2bc 13,9d 69,5%
2,06 1,0de 1,9cd 4,6a 7,2ab 14,7cd 73,5%
4,13 0,0e 2,5bcd 4,2abcd 7.,8a 14,5d 72,5%
8,26 3,4b 3,6b 3,5bcde 6,3bc 16,8b 84,0%
Extrato etanélico 0,78 3,1b 3,1b 3,3de 5,10c 14,6¢d 73,0%
1,56 2,5bc 3,3b 4,0abcde  5,40c 15,2bcd 76,0%
3,12 2,4bc 2,5bcd 4,5ab 5,50c 14,9cd 74,5%
6,25 2,3bc 3,0bc 4,2abcd  6,00bc 15,5bcd 77,5%
12,5 2,9b 3,4b 4,4abc 5,70c 16,4bc 82,0%
Agua destilada - 0,0e 0,0e 0,0f 0,0e 0,09 0,0%
Dimetilsulfoxido 12,5 0,0e 0,3e 0,7f 1,3d 2,3f 2,3%
Amitraz 0,25 11,00a 9,00a 0,00f 0,00de 20,00a 100%

Meédias seguidas de mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de significancia.

O percentual de mortalidade foi maior nos
bioensaios com o EE de A. macrocarpa, quando
comparado com o carrapaticida estudado amitraz
(0,25mg.mL™), o qual causou 100% de
mortalidade ap6s 18 horas (Tab. 1). A
porcentagem de mortalidade foi de 82,0%;
77,5%; 74,5%; 76,0% e 73,0%, respectivamente,
nas concentracbes de 12,5; 6,25; 3,13; 1,56 e
0,78mg.mL™?, quando as larvas foram tratadas
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com o extrato etandlico. Foi registrado maior
percentual de mortalidade nas concentracdes
8,26mg.mL™ e 12,5mg.mL™ dos extratos aquoso
e etanolico, respectivamente, ap6s a 12°h de
observacdo. A mortalidade aumentou em funcgdo
da concentracdo e do tempo de exposicdo aos
residuos dos extratos etandlico e aquoso de A.
macrocarpa.
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DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, extratos de plantas tém sido
amplamente utilizados contra ectoparasitas, pois
possuem maior seletividade e causam menor
dano a organismos ndo alvos e sdo
reconhecidamente mais especificos. Alguns
extratos de plantas ou fitoquimicos sdo mais
efetivos contra organismos resistentes a
diferentes compostos inseticidas e/ou acaricidas,
provavelmente por apresentarem diferentes
mecanismos de acdo, relacionado ao fato de que
no extrato da planta estdo presentes varios
compostos responsaveis pela acdo carrapaticida
(Clemente et al., 2007; Krawczak et al., 2011).

O efeito téxico do material vegetal pode
ser oriundo dos odores produzidos apoés a
maceracdo dos constituintes celulares, que
repelem ou prejudicam as larvas, afetando o
desenvolvimento para o estagio adulto e a
consequente morte. E importante a investigacao
do extrato bruto, etandlico e aquoso, pois
algumas plantas possuem mais de um
constituinte quimico, como principio ativo,
responsdvel pela atividade biol6gica, ou seja,
atividade acaricida. Com o fracionamento desses
extratos, observa-se reducdo ou inativacdo da
atividade biolégica de alguns constituintes
quimicos (Turkmen Erol, 2009).

Este estudo foi conduzido para avaliar o0s
extratos aquoso e etandlico do caule de A.
macrocarpa sobre a mortalidade das larvas de
R.(B.) microplus, e constitui o primeiro registro
para a atividade acaricida de A. macrocarpa. Os
extratos etandlico (12,5mg.mL™) e aquoso
(8,26mg.mL™) de A. macrocarpa causaram
mortalidade superior a 80%, semelhantemente
aos resultados obtidos por outros autores, que
investigaram a atividade carrapaticida do extrato
bruto de diferentes plantas, como Pires (2006).
Este relatou que a mortalidade das larvas de
R.(B.) microplus e R. sanguineus, observada ap0s
24h, foi de 100%, nas concentracdes de 8,6; 4,3;
2,15; 1,07 e 0,54mg. mL™ do extrato aquoso de
Simarouba versicolor e de 100%, apds seis horas
de observacdo, nas diferentes concentracdes
do extrato etandlico. Chagas et al. (2002a)
obtiveram resultados promissores ao testarem
formulacGes elaboradas com dleos essenciais de
trés espécies de Eucalyptus sp. (Myrtaceae)
contra R.(B.) microplus. Eles constataram 100%
de mortalidade larval quando exposto a 10%
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(=100.000ppm) de concentragdo da formula &
base de E. staigeriana e E. citriodora e 20% de
E. globulus. Os mesmos autores confirmam a
maior eficacia de Copaifera reticulata como um
acaricida botanico, o qual causou 99% de
mortalidade larval de R.(B.)microplus nas
concentragdes (3491ppm ~ 0.35%) inferiores as
dos eucaliptos (10% e 20%), e Fernandes et al.
(2007) verificaram que o extrato de Copaifera
reticulata causou 99% de mortalidade para as
larvas de R.(B.) microplus, na concentracdo de
3491ppm.

Geralmente é relatada a atividade biolégica das
folhas, por estas serem o material mais
abundante nas plantas e regenerarem em um
curto periodo de tempo. Porém, Lyndon et al.
(1999) verificaram o potencial acaricida do
extrato das raiz de P. alliacea, o qual causou
mortalidade moderada, 59,6%, em relagdo ao
extrato das folhas, 95,7%, e do caule, 99,2%. O
extrato do caule de O. sanctum causou 88,9% de
mortalidade para as larvas de R.(B.) microplus,
segundo Chungsamarnyart et al. (1991). Rosado-
Aguilar et al. (2010) também verificaram alta
eficiéncia acaricida para o extrato do caule de
Diospyros anisandra (98,8%), Bursera simaruba
(99,1%), Bursera simaruba (99,5%). Tais
resultados foram semelhantes aos obtidos no
presente trabalho, entretanto a disponibilidade
dessa parte da planta é reduzida e a coleta do
material vegetal ndo deve acarretar dano a flora
local.

Com a constatagdo da atividade acaricida para
larvas e adultos, é necessario fracionar, purificar
e identificar o(s) composto(s) acaricida(s) para
que, posteriormente, esse(s) composto(s)
possa(m) ser utilizado(s) para a sintese de novos
produtos acaricidas eficientes no controle de
R.(B.) microplus.

Ha alguns relatos na literatura para compostos
isolados de extratos vegetais, que possuem alta
eficiéncia acaricida, como os obtidos por Prates
et al. (1993 e 1998), os quais observaram que
a-pineno presente nos extratos da grama Melinis
minutiflora (Poaceae) tem acdo larvicida
sobre R.(B.)microplus. Chagas et al. (2002b)
verificaram que a (+)-canfora, ap6s 60 minutos,
causou mortalidade de 100% das larvas de R.(B.)
microplus, enquanto a (+)-isopinocanfora
precisou de 45 minutos de contato.
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E fundamental a reducdo do uso de produtos
quimicos, a fim de diminuir o impacto ambiental
causado pelo acimulo de  compostos
carrapaticidas/inseticidas no ambiente e nas
cadeias alimentares. Tal redugdo pode ainda
contribuir para a elaboragdo de uma nova
estratégia de controle, pois os acaricidas, como
fipronil, cipermetrina e deltametrina, tém sido os
principais grupos quimicos utilizados no controle
aos carrapatos. No Brasil, estudos para
monitoramento da suscetibilidade dos carrapatos
aos acaricidas, bem como para sua utilizacdo
correta, tornam-se necessarios e urgentes, uma
vez que diversos deles estdo sendo administrados
indiscriminadamente, sob formas e dosagens
variadas, nos animais e nos ambientes infestados,
0 que gera ineficiéncia acaricida, prejuizos
econdmicos aos criadores, intoxicacbes aos
animais e ao homem, e pode levar ao
desenvolvimento de cepas resistentes.

A investigacdo de compostos oriundos de plantas
(fracionamento, purificacdo e identificagdo dos
compostos ativos) que sejam eficientes no
controle de ectoparasitos é importante no sentido
de se analisarem compostos ativos com
diferentes mecanismos de agdo, a fim de ampliar
as estratégias de controle e minimizar a selecdo
de populac@es resistentes. Acaricidas obtidos de
extratos de plantas podem ter aplica¢des préticas,
na protecdo de grupos naturais, 0s quais podem
ajudar pequenos produtores. O uso da flora
nativa € promissor em decorréncia da rapida
degradacdo dos constituintes ativos, apds a
maceracdo, 0 que reduz a presenca de residuos
sobre organismos benéficos.

Recomendam-se estudos similares, que usem
separadamente outras partes da planta, o
fracionamento desses extratos e testes sobre
outras fases de vida do carrapato, diferentes
organismos e, ainda, a analise dos residuos
deixados no ambiente, para, com base nesses
dados, sugerir sua posterior utilizagdo pratica.

CONCLUSAO

O extrato aquoso de A. macrocarpa provocou
mortalidade de 84% em larvas de R.(B.)
microplus, e o extrato etandlico de A.
macrocarpa acarretou mortalidade de 82% em
larvas de R.(B.) microplus. E o primeiro registro
para a atividade carrapaticida do extrato bruto de
A. macrocarpa, devendo ser realizados estudos
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para elucidar os compostos responsaveis e 0
mecanismo de ag¢&o.
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