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RESUMO

DA SILVA NETO, JOSE FERREIRA, Universidade Federal da Paraiba, dezembro de 2015.
EFEITO ACARICIDA IN VITRO DE Schinus molle L. (AROEIRA-SALSA) SOBRE O
CARRAPATO BOVINO, Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Orientador: Profa. Dr2.
Valeska Shelda Pessoa de Melo.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é o principal ectoparasita de bovinos em paises de
climas tropicais e subtropicais e constitui um grande obstaculo para bovinocultura. Os
produtores, na sua maioria, combatem este parasita apenas aplicando produtos carrapaticidas
sintéticos, sobre os animais. Por se tratar de um produto toxico, esta acdo, muitas vezes
realizada de forma incorreta, tem acarretado em contaminacdo ambiental, residuos em
produtos de origem animal e intoxicacdo da pessoa que aplica, bem como, desenvolvimento
de resisténcia parasitaria. A utilizacdo de produtos naturais tem sido considerada uma
importante alternativa para o controle desses parasitas. Nesse contexto, o presente trabalho
teve como objetivo testar in vitro a atividade acaricida de Schinus molle L. contra populagdes
de R. microplus obtidas no municipio de Areia, Microrregido do Brejo Paraibano. Para isso,
foram coletadas partes aéreas da aroeira-salsa para preparacdo da solucao hidroalcéolica. Para
realizacdo de testes de biocarrapaticidograma, foram coletadas manualmente fémeas
ingurgitadas de bovinos mesticos infestados naturalmente, bem como foi preparado um grupo
controle para determinacdo da eficiéncia reprodutiva e da eficacia solucdo hidroalcéolica.
Esses indices foram analisados segundo recomendacdes do Ministério da Agricultura e
Abastecimento, referenciando-se o indice minimo de 95% de eficadcia como padrdo para
efetividade dos acaricidas. A analise estatistica dos resultados foi executada pelo teste de
Kruskal-Wallis, para a comparacdo de médias das eficiéncias dos produtos testados, com uma
significancia de 5% (P>0,05). Observou-se que o peso das fémeas ingurgitadas variou pouco,
ndo havendo diferenca significativa. A andlise da solu¢do hidroalcéolica demonstrou eficacia
média de 47,95%, valor bem abaixo do indice minimo padrdo recomendado. Deste modo, na
situacdo estudada, verificou-se sensibilidade da cepa de carrapatos ao extrato testado, porém,
ndo atingindo o indice minimo de eficacia para acaricidas, portanto ndo sendo a formulacéo
apresentada recomendada para tratamento carrapaticida.

PALAVRAS-CHAVE: Biocarrapaticidograma, controle, fitoterapico, ixodidios.



ABSTRACT

DA SILVA NETO, JOSE FERREIRA, Universidade Federal da Paraiba, december, 2015.
EFFECT ACARICIDE IN VITRO OF Schinus molle L. (AROEIRA-SALSA) ON THE
CATTLE TICK, Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Adviser: Profa. Dr® Valeska
Shelda Pessoa de Melo.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus is the main ectoparasite of cattle in countries with
tropical and subtropical climates and is a major obstacle to cattle. Producers, mostly combat
this parasite just applying acaricides products by applying these synthetic products on
animals. Because it is a toxic product, this action often performed incorrectly, has resulted in
environmental contamination, residues in animal products and intoxication of the person who
applies and, parasitic resistance development. The use of natural products has been considered
an important alternative to control these parasites. In this context, this study aimed to test the
in vitro acaricide activity of Schinus molle L. (aroeira-salsa) against populations of R.
microplus obtained in Areia, micro-region of Brejo Paraibano. For this, parts were collected
air of mastic for preparation of the hydroalcoholic solution. To perform
biocarrapaticidograma tests, were collected manually engorged females infested steers
naturally and was prepared a control group to determine the reproductive efficiency and
effectiveness of the hydroalcoholic solution. These indices were calculated according to the
recommendations of the Ministry of Agriculture and Supply, referring to the minimum ratio
of 95% effective as the standard for effectiveness of acaricides. The statistical analysis was
performed using the Kruskal-Wallis test to compare the averages of the efficiencies of the
products tested, with a 5% significance (P> 0.05). It was observed that the weight engorged
females varied somewhat, with no significant difference. Analysis of the extract tested at a
concentration of 50% showed an average efficiency of 47.95%, well below the recommended
minimum standard index. Thus, the situation under study, it was found sensitivity of the
tested strain of tick extract, however, not reaching the minimum of 95% efficiency index to
effectiveness of acaricides, so it is not recommended for the formulation presented insecticide
treatment.

KEY WORDS: Biocarrapaticidograma, Control, phytotherapy, ixodidios
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos sao artropodes ectoparasitos hematdfagos classificados em trés familias:
Argasidae, Ixodidae e Nuttalliellidae (KEIRANS,1992; HORAK et AL., 2002).

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um ectoparasita hematdfago,
pertencente a familia Ixodidade, originario da Asia, cujo principal hospedeiro é o bovino. Sua
incidéncia é maior em grandes rebanhos da América, Africa, Asia e Australia, sendo
considerado o carrapato de maior impacto em perda econdmica nos rebanhos da América do
Sul (GONZALES 1995; NARI, 1995).

R. (B.) microplus é responsavel por grandes perdas econdmicas na pecuéria bovina,
principalmente em propriedades leiteiras. Este carrapato € de considerdvel importancia devido
ser vetor dos agentes etiologicos da Tristeza Parasitaria Bovina. (STAMGE et al., 2008)

O controle do R. (B.) microplus é baseado gquase que exclusivamente na utilizacdo de
produtos quimicos, que causam maleficios ao ambiente e aos animais. Aliado a este fato, os
custos com o controle quimico superam a cifra de dois bilhdes de dolares por ano, sendo o
quadro atual desse controle caracterizado pelo aumento progressivo do nimero de cepas
resistentes aos principais acaricidas utilizados e, consequentemente, por um aumento na
frequéncia da aplicagdo. (FURLONG 1993, ROCHA et al., 2006).

O estabelecimento da resisténcia ndo ocorre devido ao uso constante do carrapaticida,
mas também o manejo incorreto empregado para o controle do carrapato ALVAREZ, et al.,
2008)

Entre os fatores relacionados ao manejo que podem favorecer o répido
desenvolvimento da resisténcia, destacam-se o intervalo entre os tratamentos carrapaticidas, a
propria aplicacdo incorreta do produto e o desconhecimento, por parte dos produtores, a
respeito do ciclo do carrapato e dos grupos carrapaticidas utilizados (BIANCHI et al., 2003;
ROCHA, 1995; ROCHA et al., 2006).

O Biocarrapaticidograma € um teste para conhecer a sensibilidade da populacdo de
carrapatos presentes nas propriedades rurais aos carrapaticidas convencionais usados em
banheiro de imersdo e/ou aspersdo, revelando a eficAcia da base quimica usada na
propriedade, indicando se ha processo de resisténcia dos carrapatos aos produtos em uso nas
propriedades para seu. Caso a propriedade utilize banheiro de imersdo, é importante que seja
enviada também uma amostra da calda para que esta seja testada da mesma forma que os

carrapaticidas comerciais. O teste indicara, ainda, qual o principio ativo que podera ser usado
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em substituicdo, para que a troca do produto seja feita com a seguranca de que o tratamento
sera eficaz (EMBRAPA, 2012)

O efeito no ambiente em organismos ndo alvos e o desenvolvimento acelerado de
resisténcia intrinseca aos carrapaticidas convencionais tém, nos ultimos anos, aumentado a
busca por alternativas visando diminuir o uso de carrapaticidas sintéticos. Dentre essas,
destaca-se a utilizacdo de produtos originarios de plantas medicinais que fornecem menores
impactos bioldgicos. (ROEL, 2002).

As plantas tém sido uma importante fonte de substancias com diferentes estruturas
quimicas e com diversas atividades contra artropodes (VIVAN, 2005). Dessa forma, acredita-
se que o0 uso de extratos vegetais de uma forma isolada ou associada pode causar um
desenvolvimento mais lento da resisténcia. Outro fator importante € a reducdo do problema de
residuos, devido as, suas caracteristicas biodegradaveis (ALONSO, 1998).

A utilizagdo de formulagdes ricas em metabolitos secundarios com efeito inseticida, a
exemplo dos taninos, pode contribuir com a redug@o dos impactos ambientais e econdmicos,
associados ao uso de carrapaticidas sintéticos. Além disso, favorece a expansao da agricultura
organica, implicando necessariamente alternativas mais eficientes no controle de parasitas
(SAURESSIG, 2002).

Outro aspecto importante em pesquisas com produtos naturais extraidos de plantas no
combate a ectoparasitas € a busca de solucGes para problemas regionais a partir de insumos
locais, contribuindo para a sustentabilidade dos sistemas de producdo. Neste sentido, a
avaliacdo da acdo acaricida de extratos aquosos e/ou extratos brutos etandlicos de plantas
pode contribuir, aliado a outras medidas de manejo, no controle do carrapato bovino
(RIBEIRO, 2007).

Partindo deste pressuposto vérias plantas estdo sendo testadas quanto a seus possiveis
potenciais acariciadas, seja pela extragdo de 6leos essenciais (CRUZ et al., 2013; GAZIN et
al., 2011; RIBEIRO et al., 2011) ou utilizacio de seus extratos (CASTREJON et al., 2003;
GHOSH et al., 2013; BAGAVAN et al., 2009; MARTINEZ, 2002; RAVINDRAN, 2011,
LAZARO, 2013).

O género Schinus L., pertencente a familia Anacardiaceae, contém 37 espécies
distribuidas desde a América Central até a Argentina (MACHADO et al., 2008). A
espécie Schinus molle é conhecida, popularmente, como aroeira, aroeira-salsa ou aroeirinha,

apresentando habito arbdreo ereto com cerca de 8-20 m de altura, com copa globosa, densa,
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perenifolia, com folhas compostas, pinatifidas. Possui crescimento relativamente rapido, em
média 1 m por ano, com tronco de 30-80 cm de didmetro (LORENZI, 1992).

A composicao quimica de 6leos essenciais das folhas e frutos de S. molle L. inclui varias
substancias que apresentam atividades de interesse farmacéutico. Os componentes
majoritarios constituidos principalmente de hidrocarbonetos monoterpénicos, alguns
sesquiterpenos, taninos e fendis. Sendo os taninos os principais componentes com efeito
acaricida. Essa composicdo quimica pode variar em diferentes populacdes da planta,
diferentes ambientes e no gendtipo dos individuos (BANDONI, 2000).

Desse modo, com base na hipGtese de que extratos produzidos a partir de plantas
medicinais ricas em substancias de efeito acaricida podem determinar efeitos deletérios sobre
postura, eclosdo dos ovos e larvas de R. (B.) microplus, o presente trabalho teve como
objetivo testar in vitro a atividade acaricida de Schinus molle L. (aroeira-salsa) sobre o
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, com a perspectiva de que sejam implementadas

medidas mais efetivas de controle desse parasita nos rebanhos bovinos locais.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta das amostras vegetais e preparo da solugéo

As amostras de aroeira-salsa foram coletadas no municipio de Areia, no estado da
Paraiba, por volta das nove horas da manh&, sendo utilizadas as folhas e caule, seguindo
critérios descritos por Wiggers e Stange (2008). Um exemplar foi preparado, identificado e
armazenado no herbario Jayme Coelho de Morais da UFPB, sob o nimero de exsicata 21.753.

As solucdes hidroalcdolicas foram preparadas segundo a Farmacopéia Brasileira
(1959), empregando-se a técnica da maceracao.

As partes aéreas da planta foram lavadas e secas em estufa de secagem por 72 horas,
trituradas em multiprocessador, postas em contato com o solvente (alcool etilico a 99,5° GL)
na propor¢do de 1:6 em frascos de vidro ambar, hermeticamente fechado, mantido a
temperatura ambiente, sob abrigo da luz por cinco dias. Durante o periodo de extracdo, o
macerado foi homogeneizado a cada 24 horas, sendo filtrado e acondicionado sob refrigeracéo

em frascos ambar

2.2 Coleta de amostras de carrapatos

As fémeas de carrapatos ingurgitadas, com um comprimento igual ou superior a 4
mm, foram colhidas manualmente, diretamente de bovinos naturalmente parasitados em duas
propriedades da Microrregido do Brejo Paraibano. Os carrapatos coletados foram obtidos de
animais que estavam a pelo menos 21 dias sem nenhum tratamento parasiticida para que nédo
houvesse nenhuma interferéncia nos resultados dos testes de sensibilidade. As teledginas
coletadas foram acondicionadas em vasilhames plasticos, identificados, limpos e aerados, para
0 transporte até o laboratorio de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Federal da
Paraiba, Campus-Il1, Areia.

No laboratério as teledginas foram agrupadas, pesadas e separadas em um grupo
controle, submetido a imersdo em agua destilada, grupo tratamento e duas repeticdes (Aroeira
1, Aroeira 2 e Aroeira 3) (FIGURA 1). Cada grupo foi formado por dez teledginas

visualmente ativas e de dimensdes semelhantes, as quais foram mantidas em placas de Petri.
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2.3 Biocarrapaticidograma

Durante o desenvolvimento dos testes de biocarrapaticidograma a 50%, a temperatura
ambiente média, no Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva/CCA/UFPB, foi de
28°C, enquanto a umidade relativa média foi de 91%, as quais foram aferidas diariamente
utilizando-se termo-higrometro digital. Tais parametros indicam condi¢des climaticas
ambientais favoraveis para o desenvolvimento do Rhipicephalus (Boophilus) microplus, e
consequentemente, adequadas para realizagdo dos testes in vitro de imersdo das teledginas
(KUTTLER, 1988).

Os carrapatos de cada grupo permaneceram imersos, durante cinco minutos, em
recipientes identificados, contendo a solucéo hidroalcéolica de aroeira-salsa e agua destilada
(FIGURA 2). Apo6s a imersdo, as teledginas foram secas em papel absorvente para ndo haver
proliferacdo de fungos oportunistas. Foram entdo acondicionadas em placas de Petri
descartaveis de 100 mm, devidamente identificadas, onde foram mantidas a temperatura
ambiente. Apos término da postura, a massa de ovos de cada grupo foi pesada em balanca
analitica, armazenada em seringas plasticas descartaveis, previamente adaptadas, que foram
identificadas e mantidas nas mesmas condi¢cGes ambientais (FIGURAS 3 e 4). Ap6s eclosédo
das larvas, foi determinada visualmente a estimativa da porcentagem de eclosdo dos ovos
(FIGURA 5) (DRUMMOND et al., 1973).

As principais variaveis analisadas da pesquisa foram: mortalidade das teledginas, peso
das posturas (do 15° ao 18° dia de postura), percentual de eclodibilidade (de 25 a 35 dias ap6s
a pesagem das massas de ovos), eficiéncia reprodutiva (ER) e eficiéncia do produto (EP).
Estes indices foram observados em cada lote testado, além do grupo controle. As variaveis
dos biocarrapaticidogramas foram entdo avaliadas, segundo as equacgdes prescritas por
Drummond et al. (1973):

Eficiéncia Reprodutiva:

ER = Peso dos ovos x ecloséo (%) x 20000*

Peso das teledginas

*A constante 20.000 significa o ndmero estimado de ovos em 1g de ovos de R.
microplus.
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Eficiéncia do produto:

Ep = ER grupo controle — ER grupo tratado % 100

ER do grupo controle

SRR

—— g Jorred LIRS

Figura 1. Pesagem das teledginas. FONTE: Acervo pessoal

Figura 2. Imerséo das teledginas na solucéo hidroalcoolica e agua destilada.
FONTE: Acervo pessoal
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4

Figura 3. Ovos depois de separados para pesagem e acondicionamento em
seringas adaptadas para criacdo de larvas de carrapatos. FONTE: Acervo
pessoal

Figura 4. Acondicionamento dos ovos em seringas plasticas adaptadas para

criacdo de larvas de carrapatos. FONTE: Acervo pessoal
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Figura 5. Separacéao dos ovos eclodidos dos ndo eclodidos para eterminacéo

da estimativa de eclodibilidade. FONTE: Acervo pessoal
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3 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise estatistica dos resultados foi executada pelo teste de Kruskal-Wallis, para a
comparacao de médias das eficiéncias dos produtos testados, com uma significancia de 5%
(P>0,05).

21



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O grupo controle das teledginas sobreviveram ao tratamento, apresentando postura de
ovos e eclosdo de larvas para avaliacdo comparativa dos indices de eficiéncia reprodutiva e
eficiéncia do produto testado.
Observou-se que em ambos o0s grupos a taxa de mortalidade das teledginas foi igual a
zero, e que 0 peso das fémeas ingurgitadas variou pouco.
Entre os grupos tratamento aroeira-salsa ndo houve diferenca significativa nos indices
de eficiéncia analisados (Tabela), entretanto as variaveis encontradas demonstram eficacia do

produto abaixo de 50%.

Tabela. indices médios de avaliagio da eficacia da solugdo hidroalcéolica Schinus molle L
(aroeira-salsa) testada in vitro sobre o Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Grupo Variaveis

Taxa de ecloséo dos ovos (%) Eficacia do Produto (%)

Controle 100 _

Aroeira 1 70 49,82
Aroeira 2 75 46,66
Aroeira 3 75 47,37

Quando analisados os trés grupos experimentais foram visto que a solucdo testada
apresentou em media de 47,95% de eficiéncia, demonstrando que a solugdo de aroeira-salsa
ndo esta dentro dos parametros estabelecidos pelo Centro Mundial de Referéncia para a
Resisténcia a Acaricidas (WARRC, 1997), da Organizacdo Mundial para Alimentos e
Agricultura (FAO, 2003), que preconiza como 80,00% de eficacia um excelente resultado, € 0
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, (BRASIL, 1990), que
considera uma eficiéncia legalmente aceitavel para uma base quimica carrapaticida no Brasil

igual ou superior a 95%. Sendo assim, demonstram que a aroeira-salsa, utilizada como
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solucdo hidroalcoolica (folhas e caule), apresente baixa eficacia acaricida contra o carrapato
bovino (t = 1,2727; GL = 4; P <0,05).

O fato da composicdo quimica do extrato de aroeira-salsa consiste principalmente de
hidrocarbonetos monoterpénicos, alguns sesquiterpenos, taninos e fendis. No entanto, a
composicdo quimica de plantas de mesma especie ird depender de diversos fatores, tais como
estado fenologico da planta, fatores geograficos (localizagdo), ecoldgicos (habitat),
variabilidade genética (expressa atraves dos quimiotipos), processo de extracdo empregado,
entre outros. Esses fatores podem ter influenciado no resultado desse estudo interferindo na
qualidade e disponibilidade dos metabolitos secundarios da planta analisada.

Outros fatores como: condicdes de coleta, estabilizacdo e estocagem da planta, podem
ter grande influéncia na viabilidade dos principios ativos da planta; a fertilidade de solo onde
a planta foi colhida pode explicar a baixa eficacia da solugéo testada (BANDONI, 2000).

Apesar da influéncia desses fatores na viabilidade dos fitoterapicos, vérios trabalhos
vém sendo desenvolvidos objetivando-se avaliar plantas medicinais em programas de controle
de carrapatos, na tentativa de reducdo na utilizacdo de produtos acaricidas sintéticos, tais
como Drimys brasiliensis, (Ribeiro et al. 2008), Hypericum polyanthemum (Ribeiro et al.
2007), C. winterianus (Chagas, 2002; Martins, 2006), Azadirachta indica (Martinez, 2002),
Melinis multiflora Beauv. (Prates, 1993), e algumas espécies do género Stylosanthes
(Castrejon et al., 2003).

A necessidade de reducdo do uso de acaricidas sintéticos, visto que 0s mesmos ndo sdo
mais tdo eficientes, bem como a necessidade da criacdo de novos produtos que controlem a
populacdo de carrapatos e que sejam menos nocivos ao meio ambiente, torna os produtos
naturais uma alternativa bastante valiosa. Esta afirmacgdo é de senso comum, principalmente
devido ao fato que ha um grande numero de plantas e seus derivados com acles
farmacoldgicas, os quais se incluem os efeitos acaricidas desejados para o controle de
carrapatos. Soma-se a este fato, o risco de intoxicacdo e a maior predisposicdo a outras
doencas, quando no manejo do gado submetido a banhos com carrapaticidas quimicos.

Dessa forma, apesar do presente estudo ter demonstrando baixa eficicia da solugdo
hidroalcdolica de Schinus molle L. contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus, a preparacéo
de outras formulacbes farmacéuticas da aroeira-salsa (6leos essenciais, extratos de flores,
frutos), bem como, a realizacéo de mais testes in vitro, como bioensaios que avaliem atividade
de repeléncia contra as larvas ou efeito larvicida, sdo ainda necessarios para avaliacdo da sua

atividade carrapaticida.
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5 CONCLUSAO

Na situacdo estudada, verificou-se sensibilidade da cepa de carrapatos a solugéo
hidroalcoolica de aroeira-salsa, porém, ndo atingindo o indice minimo padrao de eficacia para
acaricidas, portanto ndo sendo essa formulacdo farmacéutica recomendada para tratamento

carrapaticida.
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