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Resumo

SANTOS, L. B. Prospeccdo de compostos bioativos de plantas nativas do Cerrado e Pantanal
Sul-mato-grossense com acdo sobre Rhicephalus (Boophilus) microplus. Ano. 2012.
Dissertacdo (Mestrado)/ - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2012.

A aplicagdo de acaricidas quimicos de forma indiscriminada e inadequada resultou na
instalacdo da resisténcia nas populacdes de carrapatos do rebanho bovino brasileiro. As
pesquisas no ambito da fitoterapia vém buscando a possibilidade de descoberta de um novo
produto para o controle do parasitismo. Esse tipo de estudo ¢ de fundamental importancia na
legitimagdo de extratos vegetais. Assim o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade
acaricida in vitro de extratos de plantas com potencial medicinal do Cerrado e Pantanal Sul-
mato-grossense. Os testes in vitro permitem uma avaliagdo preliminar sobre as atividades
farmacoldgicas de extratos vegetais. Neste estudo foram 24 plantas analisadas no teste de
imersdo larval e cinco plantas no teste de imersao de adultos. Destas 24 plantas, 18
apresentam atividade acaricida sobre a fase ndo parasitaria de Rhipicephalus Boophilus
microplus com eficacia superior a 95% na concentracdo de 40%. O extrato bruto hidro
alcoodlico da Tabebuia serratifolia se sobressaiu aos demais extratos, Sesbania virgata,
Centratherum punctatum, Lantana canescens, Melanthera latifolia, Aeschynomene
denticulata, Echinodorus paniculatus, Caperonia castaneifolia, Crotalaria micans, Senna
obtusifolia, Angelonia hirta, Diodia kuntzei, Sebastiana hispida, Croton glandulosus,
Richardia grandiflora, Aspilia latissima, Hippocratea volubilis, Tocoyena formosa, Randia
armata, Zanthoxylum rigidum, Hyptis mutabilis, Ocotea diospyrifolia e Tabebuia rdsea e, por
1sso esta espécie foi a mais manipulada neste estudo. Foram testados em fémeas (teste de
imersdo de adultos) de R. (B). microplus, cinco extratos e a fragdo hexancia da 7. serratifolia
realizados em duplicata. A T serratifolia obteve 96% de eficacia com o extrato bruto e 82%

com a fracdo hexanica em relagdo ao controle negativo.

Palavras-chave: acaricida; cromatografia; fitoterapia; Rhipicephalus Boophilus microplus



Abstract

SANTOS, L. B. Prospecting of bioactive compounds native plants of the Cerrado and
Pantanal Sul-mato-grossense with action in Rhipicephalus (Boophilus) microplus.2012.year.
Dissertacdo (Mestrado)/ - College of Veterinary Medicine and Animal Science , Federal
University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2012.

The applications of chemical acaricide in a promiscuous and incorrect way result in
the resistance of the tick population on the Brazilian cattle. The researches range of
phytotherapy, are looking for a possibility to discover a new product to control the parasitism.
This kind of study is extremely necessary in legitimizing plant extracts. Thus the aim of this
study was to rate the in vitro acaricidal activity of plant extracts with medicinal potencial of
the Cerrado of Pantanal sul-mato-grossense.In vitro tests allow of the pharmacological
activities of plant extracts. In this study we analyzed twenty-four plants in the larval
immersion test and five plants submitted to the immersion adult test.Of these twenty-four
plants, eighteen plants showed acaricidal activity on non-parasitic stage of Rhipicephalus
Boophilus microplus with efficiency superior than 95% at a concentration of 40%. The crude
extract of Tabebuia serratifoliagot better results then the others, Sesbania virgata,
Centratherum punctatum, Lantana canescens, Melanthera latifolia, Aeschynomene
denticulata, Echinodorus paniculatus, Caperonia castaneifolia, Crotalaria micans, Senna
obtusifolia, Angelonia hirta, Diodia kuntzei, Sebastiana hispida, Croton glandulosus,
Richardia grandiflora, Aspilia latissima, Hippocratea volubilis, Tocoyena formosa, Randia
armata, Zanthoxylum rigidum, Hyptis mutabilis, Ocotea diospyrifolia, Tabebuia aurea and
T.rosea and, because of that was the most monipulated in this study. Were tested in female
ticks (Adult immersion test) of R. (B.) microplus, five extracts and extract of fraction hexancia
T. serratifolia performed in duplicate. The T. serratifolia got 96% of efficiency with the crude

extract and 82% with hexane fraction compared with the negative control.

Keywords: acaricide; chromatography; phytotherapy; Rhipicephalus Boophilus microplus
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1. INTRODUCAO

1.1. Historico, posicao taxonémica, hospedeiros e distribui¢do biogeogréafica
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O carrapato bovino, pertencente a familia Ixodidae, em 1821 foi reconhecido
como Ixodes annulatus. O género Boophilus foi considerado sinonimia do género
Margaropus em 1879 e, em 1891, Curtice propds o nome Boophilus para a espécie
Ixodes annulatus, que passou a ser denominada Boophilus annulatus. Posteriormente
outras espécies foram sendo inseridas como B. decoloratus (Koch, 1844), B. microplus
(Canestrini, 1887), B. kohlsi (Hoogstraal & Kaiser, 1960) e B. geigyi (Aeschlimann &
Morel, 1965). Em 1911, Aragdo relatou a existéncia de seis géneros dentre as espécies
de ixodideos brasileiros: Argas, Ornithodoros, Rhipicephalus, Margaropus,
Haemophisalis e Amblyomma. Originario da Asia, o R. (B.) microplus, foi introduzido
nos paises tropicais e subtropicais por meio de importacdo de gado. A partir de 1936, o
género Boophilus foi incluso dentre os géneros de ixodideos brasileiros, enfatizando o
desafio em erradicar, controlar espécies ndo autoctones (Aragéao, 1936).

Em 2001, ap6s andlise filogenética o género Boophilus spp. passou a ser
considerado subgénero do género Rhipicephalus (Kock, 1844), o carrapato bovino
passou a ser designado como Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Murrel et al.,
2001).

Atualmente a distribuicdo geografica do R. (B.) microplus abrange a regido
pantropical, Africa, América Latina e Australia (Estrada- Pefia, 2006). Adaptado ao
clima tropical e subtropical encontra no Brasil caracteristicas necessarias para seu
desenvolvimento praticamente durante todo o ano, com distribuicdo por quase todo o
pais e média de quatro geracdes anuais (Pereira et al., 2008).

O Rhipicephalus (B.) microplus pode parasitar varias espécies animais, inclusive
animais selvagens (Jongejan & Uilenber, 2004). No Brasil, em areas e épocas em que ha
alta infestacdo tanto nas pastagens como nos bovinos e ha coabitacdo de outras espécies
domésticas e selvagens, essa infestacdo pode atingir outras espécies, ocasionalmente
podem-se encontrar como hospedeiros ovelha, cavalo, cdo, cabra, homem (Gonzales et
al., 1974), veado pantaneiro (Blastoceurus dichotomus), on¢a pintada (Panthera onca)
(Gloria et al., 1993) e veado campeiro (Ozoctoceros bezoarticus) (Cancado et al., 2009).

Levando em consideragdo que a temperatura e a umidade estdo intimamente
ligadas com a variagdo populacional de carrapatos. E possivel por meio de projecéo,

prever uma adaptacdo climética do centro da Argentina pelo R. (B.) microplus entre o
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ano de 2025 e 2050, o que mudaria a distribuicao atual deste parasito (Estrada-Ped et al.,
2005).

1.2.  Caracteristicas biologicas, influéncia da temperatura e da umidade
relativa na fase de vida livre de R. (B.) microplus

Para o combate ao carrapato bovino h& a necessidade de informagdes
relacionadas ao conhecimento da sua biologia bem como sua ecologia e epidemiologia,
que compreendem os fatores mais importantes no desenvolvimento de métodos de
controle (Seixas et al., 2010). O R. (B.) microplus é um ectoparasita monoxeno, com
ciclo bioldgico dividido em fase parasitéria e fase de vida livre. A fase parasitaria ocorre
sobre o hospedeiro e a fase de vida livre tem inicio quando a fémea adulta ingurgitada
cai ao solo (Silva, 1973; Gonzales et al., 1974). Ao soltar-se do hospedeiro, geralmente
logo pela manhd, procura reflgio para postura em locais assombreados (Hitchcok,
1955b; Furlong, 2005). A fémea ingurgitada de R. (B.) microplus pode sobreviver e
ovipor em ampla variagdo de umidade relativa do ar (URA) e temperatura, variando
assim o tempo de sobrevivéncia e de oviposicao (Hitchcok, 1955b).

A duracdo dos periodos pré-postura, postura e de incubacdo dos ovos sdo
influenciados pela temperatura (Oliveira, 1974). Os ovos necessitam de temperatura e
URA ideais. A larva é a fase mais sensivel a exposicdo em baixas temperaturas, e
dependentes da URA (Hitchcok, 1955b). Tanto no inverno como no verdo, a
temperatura € inversamente proporcional ao periodo pré-postura (Pereira et al.,2008).
Na entrada da primavera, quando as fémeas adultas sdo expostas ao microclima
diferente a partir de setembro, demonstram diminuicao no periodo pré-postura de forma
gradual até a chegada do verdo (Souza et al., 1988).

No primeiro dia apds o inicio da postura a fémea pode ovipor até 1.160 ovos a
27° + 1°C, com uma média de 657,80 ovos diarios (Gloria et al., 1993) e podendo durar
entre 17 e 90 dias (Gonzales, 1995). Em média, a quantidade de descendentes que uma
fémea de R. (B.) microplus pode produzir, é de 3.000 larvas (Balashov, 1972; Oliver,
1989).

O periodo de incubacdo dos ovos € influenciado pela temperatura e URA.
Temperatura acima de 30°C constante eleva a mortalidade de fémeas, ovos e larvas no
ambiente, do mesmo modo que temperaturas menores que 15°C constantes. A URA

interfere na duracdo das fases de desenvolvimento do carrapato e pode resultar em
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morte das fémeas e inviabilidade dos ovos quando abaixo de 80% constante (Pereira et
al., 2008)

As larvas sofrem influéncia da temperatura para alcancar a extremidade da
graminea, subindo em horarios de temperatura branda e formando grupamentos maiores
de larvas no inverno do que no verdo. (Furlong et al., 2002). Na regido de cerrado no
Centro-Oeste brasileiro, a URA é muito baixa entre junho e setembro, o que afeta
consideravelmente o desenvolvimento da espécie (Furlong, 2005). Schenk et al. (1983),
avaliaram os periodos de pré- postura (dias entre o desprendimento da fémea do
hospedeiro e o primeiro dia da postura), pré-eclosdo (periodo entre o primeiro dia da
postura e o da emergéncia da primeira larva) e longevidade larval (duragdo da vida das
larvas) experimentalmente, durante o inverno seco e verdo chuvoso de Campo Grande,
Mato Grosso do Sul. No periodo seco o indice pluviométrico foi de 91,2mm e
temperatura média de 21,1° C, o periodo de pré-postura durou em média 8,6 dias,
periodo de pré-eclosdo de 52,3 dias e 56,3 dias de longevidade larval. Durante o verdo,
o0 periodo pré-postura foi de 6,1 dias, pré-eclosdo 36,7 dias e a longevidade larval 42,4
dias, com indice pluviométrico de 215,8 mm e temperatura média de 24,4° C.

Ao atingirem o hospedeiro adequado, as larvas conseguem fixar-se em locais
como regido perineal, perianal, Ubere, tdbua do pescoco e face interna de coxas,
iniciando a fase parasitéria, alimentando- se e realizando as mudas (Lahille, 1905). A
fase parasitaria dura cerca de 20 (+/-1) dias p0s infestacdo (Silva, 1973; Gonzales et
al.,1974). A cada sete dias ocorre uma muda, de larva para ninfa, e de ninfa para adulto
macho ou fémea. A fémea apds a fertilizacdo realiza o repasto sanguineo até seu total
ingurgitamento (Oliver, 1974). Em poucas horas a fémea se distende ao méaximo
(Lahille, 1905). O macho pode copular com mais de uma fémea, pois permanece no

hospedeiro por mais tempo, até 43 dias pos infestacdo (Hitchock, 1955a)

1.3.  Importancia médico-veterinaria e econémica do Rhipicephalus (B.)

microplus

Dentre todos os parasitas que acometem bovinos no pais, R.(B.) microplus é o
que mais causa prejuizo econémico (Grisi et al., 2002). Alguns fatores sdo limitantes a
pecuaria bovina, por meio da espoliacdo sanguinea pode haver transmissdo de
patégenos (Furlong, 2005), anemia, diminuicdo na resposta imune, supressao do apetite,
diminuicdo no ganho de peso (Jonsson, 2006), danos ao couro que além de gerar

depreciacao, pode propiciar a facil deposicdo de larvas causadoras de miiases (Furlong,
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2005). Isso ocorre principalmente em racgas europeias de corte e leite (Gomes, 2000). O
prejuizo inerente ao carrapato bovino € estimado em dois bilhdes de ddlares por ano.
Com cerca de 80% do rebanho bovino brasileiro acometido pelo R. (B.) microplus, os
gastos com o controle séo cada vez maiores (Grisi et al., 2002).

O complexo definido como tristeza parasitaria bovina, compreendido pelos
protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina, juntamente com a rickettsia Anaplasma
marginale, tem como vetor o R. (B.) microplus. A fémea transmite B.bovis e B.
bigemina aos ovos, 0s animais sao infectados por larvas (B. bovis), ninfas e adultos
(B.bigemina) (Pereira, 1937); quanto a rickettisia A. marginale a transmissao no
carrapato ocorre de forma transestadial. O macho é uma pec¢a importante na transmissao
da anaplasmose aos animais (Connel & Hall, 1972; Kessler, 2001), levando em conta o
fato de permanecerem por mais tempo no hospedeiro, com a possibilidade de trocar de
hospedeiro durante a vida (Hitchock, 1955a).

O Brasil possui varios pontos favoraveis para a proliferacdo do carrapato bovino.
Além do clima, o tamanho e os cruzamentos do rebanho brasileiro sdo fatores
preponderantes (Grisi et al., 2002). As condi¢des climaticas do estado de Mato Grosso
do Sul bem como de todo o Centro-Oeste, com duas fases bem definidas, favorecem
elevada populagdo desta espécie de carrapato, o que aumenta de modo consideravel os
custos com méo-de-obra, aquisicdo de produtos eficazes e instalagdes no seu controle
(Gomes, 2000).

1.4.  Situacdo da resisténcia a carrapaticidas no Brasil

O método de controle atualmente utilizado contra o carrapato bovino é realizado
pelo uso de produtos quimicos acaricidas. Na maioria das vezes em que o controle com
uso exclusivo de produtos quimicos é preconizado, ndo se da devida importancia a
epidemiologia deste parasito, estratégia de uso, ou ainda orientacdo de um médico
veterinario. E um habito comum dos produtores realizarem trocas periodicas dos
produtos acaricidas utilizados na propriedade, relatando ineficacia do produto
ateriormente utilizado, entretanto a utilizacdo deste produto nem sempre realizada de
forma adequada (Furlong et al., 2007).

Os primeiros produtos utilizados como carrapaticidas eram solubilizados em
0leo mineral e muitos animais sofreram intoxicagéo e vieram a obito. Em 1896, passou-
se a utilizar o arsénio solubilizado em agua como carrapaticida (Furlong, 2005). Os

arseniacais foram utilizados por aproximadamente 40 anos, geralmente em banhos de
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imersdo com intervalos de 14 dias, em periodos de seis a doze meses (Wharton &
Rouston, 1970). No Brasil, relatos de resisténcia aos arseniacais surgiram em 1948
(Nolan et al., 1977).

O Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT), considerado o primeiro pesticida
moderno, foi lancado em 1946 e em 1955 ja havia relato de resisténcia (Wharton &
Rouston, 1970). Entdo surgiram novos compostos, os clorados, os carbamatos e 0s
organofosforados, com o0s primeiros relatos de resisténcia em 1980, quando os
piretroides passaram a ser utilizados. Porem em 1980 surgiram os primeiros relatos de
resisténcia aos piretroides no Brasil (Nolan et al., 1977).

As lactonas macrociclicas, endectocidas derivados do fungo Streptomyces
avermitiles, surgiram nos anos 80 e, 20 anos mais tarde o primeiro relato de resisténcia
a ivermectina e moxidectina foi relatado no Rio Grande do Sul, Brasil, por Martins &
Furlong, e em 2010 a resisténcia a ivermectina foi relatada no estado de Sdo Paulo
(Klafke et al., 2010).

O fipronil tem acdo no sistema nervoso de carrapatos, semelhante as
avermectinas e o fluazuron, é um inibidor de crescimento capaz de interferir na
producdo de quitina, diferente dos demais acaricidas. Ambos ainda ndo possuem relatos
de resisténcia no Brasil (Andreotti, 2010), enquanto que no Uruguai foram testadas 27
populacdes de carrapatos por meio do teste de imerséo larval (TIL), e seis destas
populacdes foram resistentes ao fipronil (Castro-Janer et al., 2011).

Rocha et al (2006) entrevistaram 25 produtores de leite da cooperativa do
municipio de Passos, Minas Gerais e observaram que apenas 24% seguem a
concentracdo recomendada pelo fabricante e 80% dos produtores ainda utilizam a
bomba costal ao aplicar o acaricida nos animais, e muitas vezes, a utilizacdo deste
equipamento resulta em ma aplicacdo do produto nos animais, tornando-se inviavel
quando o rebanho é muito grande. As trocas de produtos quimicos sao realizadas sem
qualquer critério técnico e sem considerar as bases farmacoldgicas. A ma diluicdo do
acaricida, quantidade e aplicacdo de calda por animal inadequada ou insuficiente,
instalagOes irregulares; tudo isso caracteriza falha no manejo empregado, fator
preponderante que pode estar resultando no surgimento da resisténcia na populacdo de
carrapatos (Furlong & Martins, 2000).

Por causa dos relatos atuais de resisténcia a carrapaticidas, Gomes et al. (2011)
avaliaram em Mato Grosso do Sul, a suscetibilidade do R. microplus por meio do teste

de imerséo de adultos a 12 produtos acaricidas comerciais, dentre os quais, apenas duas
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associacOes apresentaram eficacia média superior a 95%. A resisténcia ficou
caracterizada como um problema evidente com caréncia de recomendac@es técnicas que
possam ser utilizadas no controle da infestagéo por carrapatos.

A utilizacdo sistematica de acaricidas quimicos além de selecionar parasitas
resistentes contribui para o aparecimento de residuos no leite, na carne e no meio
ambiente. As restricGes quanto ao uso desse tipo de produto tem urgéncia de tecnologias
alternativas que sejam viaveis, técnica e economicamente, envolvendo tanto a salde

animal como a saude puablica (Bianchin et al., 2008).

1.5.  Outras formas de controle

Em consequéncia da resisténcia aos acaricidas quimicos no rebanho bovino
brasileiro, cada vez mais surgem estudos com intuito de viabilizar um novo produto
para o controle do parasitismo, na tentativa de prolongar a vida util e ou reduzir o uso de
carrapaticidas que ainda possuam alguma eficacia. Nessa busca pelo controle do
carrapato bovino estdo pesquisas que envolvem controle biolégico com fungos e
bactérias, controle imunoldgico com o desenvolvimento de vacinas por meio de
biologia molecular, e controle por meio de compostos naturais com atividade acaricida
(Vaz Jr. etal., 2012).

A vacina, método de controle imunoldgico, pode mimetizar a resisténcia
adquirida ou produzir uma resposta imunitaria induzida. Utilizando-se um antigeno da
glandula salivar do R. (B.) microplus, conhecida pelo hospedeiro, pode-se mimetizar a
resisténcia adquirida, diferentemente no caso da utilizacdo de uma glicoproteina
associada a microvilosidades da membrana epitelial do intestino desta espécie de
carrapatos, denominada de antigeno oculto, pode-se produzir uma resposta imunitaria
induzida (Petter & Brossard, 1998).

O primeiro antigeno utilizado em uma formulacgéo vacinal foi uma glicoproteina
de membrana do intestino do R. (B.) microplus, a Bm86 expressa na levedura Pichia
pastoris, originando a primeira vacina anti-carrapato, TickGuard ®. As pesquisas
iniciaram em 1981, a vacina foi registrada e somente em 1994 passou a ser
comercializada; TickGuard ® na Australia e Gavac ® em Cuba (Willadsen et al., 1995).

Algumas enzimas do R. (B.) microplus sdo envolvidas no processo de
degradacdo de vitelina e que podem ser utilizadas como antigenos na producdo de
vacinas. Sao elas: VTDC (vitellin de grading Cysteine-endopeptidase), BYC (Boophilus

Yolk pro-catepsin) e THAP (Tick heme Binding Aspartic Proteinase), em larvas a
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enzima é a RmLCE (R. microplus larvae Cysteine-endopeptidase). Enquanto a
glicoproteina Bm86 ocasiona danos ao trato digestivo do carrapato, quando se utiliza a
BYC isso ndo ocorre, no entanto a eclosdo de larvas é afetada. S&o possiveis candidatas
a uma vacina melhorada, multigénica com acdo eficaz contra R. (B.) microplus
(Willadsen, 2004).

O controle imunoldgico requer o conhecimento de receptores celulares
especificos do carrapato. Da aplicagdo da vacina até o intestino do carrapato, o antigeno
pode sofrer modificacBes durante o processo digestivo (Kocan, 1995). A respeito disso
0 Brasil tem evoluido no ambito da pesquisa dos aspectos biologicos do R. (B.)
microplus por meio da identificacdo de proteinas e expressao de genes, uma necessidade
quando se fala na utilizagdo do controle biol6gico e imunologico (Vaz Jr. et al., 2012).

Quando lancada no Brasil a Bm86 sofreu alguns problemas devido a baixa
eficacia atingida na imunizacéo de bovinos (Willadsen, 2004). A Bm86 ndo ocasiona a
queda das fémeas de forma significativa, somente apresenta diferenca no peso da massa
de ovos e ingurgitamento (Kumar et al., 2012). A busca por antigenos vacinais que
sejam eficazes no controle de carrapatos e até mesmo de outros parasitos é um desafio.
H& um grande caminho a ser percorrido até que esse tipo de método possa ser
empregado em larga escala entre ragas, condi¢cbes de producéo e diversas localidades
(Willadsen, 2004). Desde o lancamento da TickGuard ® n&o foi desenvolvida ainda
uma segunda geracdo capaz de produzir imunizacao eficaz (Guerreiro et al., 2012).

A vacina sintética SBm7462 possui trés epitopos derivados da proteina Bm86
conservados em popula¢fes Sul-americanas de R. (B.) microplus. Essa informacéo € de
extrema importancia para uma imunizacdo eficiente em diferentes populacdes de
carrapatos da mesma espécie, pois a respostas imunoldgica de cada populacdo podera
ser diferente (Peconik et al., 2008).

Outra enzima com potencial vacinal é a VTDCE, uma enzima muito importante
para o R. (B.) microplus por abranger intimamente a embriogénese. Em experimento
com bovinos a VTDCE foi capaz de desenvolver nos animais uma memoria
imunoldgica. Houve reducdo no peso das teledginas e no peso dos ovos. Este tipo de
trabalho experimental € oneroso, ha uma variacao individual entre hospedeiros e falta de
significancia estatistica (Oldiges et al.,2012). Apds a passagem dos anticorpos do
hospedeiro pelo intestino do carrapato, poucos anticorpos serdo viaveis, isso confere
uma eficacia deficiente a vacina (Willadsen, 2004). Presume-se que a VTDCE tenha

acdo antimicrobiana e enzimatica, ou seja, age na defesa do organismo do R. (B.)
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microplus e no processo nutricional do embrido. Informacdes estas que sdo validas na
construcdo de uma vacina (Oldiges et al.,2012).

Hoje o custo por dose da vacina € considerado alto. A tecnologia necessita de
simplificacédo e para isto esquemas de purificacdo tanto para rBm86 e rBm95 em Pichia
pastoris podem ser modificados e assim diminuir o valor de producédo atual (Canales et
al., 2010).

Outro método de controle é a utilizagdo de fungos entomopatogénicos como
acaricidas bioldgicos. Estes fungos ocorrem naturalmente no ambiente e sdo sensiveis
quanto a coeficientes climaticos (Bahiense et al., 2007). De acordo com Kaaya &
Hassan (2000) os fungos podem ser utilizados por meio de pulverizagdo na vegetacao,
garantindo que os animais tenham uma menor infestacdo na geragdo Seguinte e
reduzindo a pratica com quimicos carrapaticidas. Provavelmente os fungos néao
obteriam 0 mesmo sucesso quando o alvo fosse carrapatos adultos.

Utilizando uma suspensdo de conidios de Beauveria bassiana em trinta isolados
de R. (B.) microplus na fase larval, Barci et al. (2009) obtiveram em sete isolados
eficacia entre 90 e 99%. Metarhizium anisopliae testado em diferentes fazes parasitarias
de R. (B.) microplus, até o décimo sétimo dia pds-infestacdo ninfas e adultos foram
susceptiveis na mesma proporcao, enquanto larvas foram bem mais sensiveis (Bahiense
et al., 2007). Os fungos M. anisolpliae e B. bassiana sdo bastante estudados no controle
de carrapatos. Possuem capacidade de reduzir os niveis populacionais das proles
seguintes. Muito embora ainda necessite de estudos na seguranca clinica em sua
aplicacdo (Fernandes-Salas et al., 2012). Com a utilizacdo de uma suspensdo de
conidios em 6leo mineral do fungo Lecanicillium lecanii houve uma diminuigdo no
periodo de postura de forma significativa. Com exce¢do de uma fémea, todas as outras
vieram a Obito antes de da oviposicdo (Angelo et al., 2010). O composto actinobacterial
marinho (2S, 5R, 6R)-2-hidroxi-3,5,6-trimethyloctan-4-ona extraido e isolado a partir
de Streptomyces sp. VITDDKS foi testado contra larvas de R. (B.) microplus, Anopheles
subpictus e Culex quinguefasciatus, esse novo composto demonstrou atividade acaricida
e larvicida promissora (Deepika et al., 2012).

Muitas davidas ainda pairam sob a utilizacdo de fungos entomopatogénicos
como acaricida no controle biologico de carrapato bovino. O emprego destes fungos in
vivo, necessita ainda de pesquisas quanto ao veiculo a ser utilizado como adjuvante
(Polar et al., 2005), pois estes fungos sofreriam com o estresse ambiental e a incidéncia

direta de raios solares (Rangel et al., 2004). Além disso, ainda existem muitas suspeitas
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a serem esclarecidas sobre a patogenicidade dos fungos (Polar et al., 2005), seriam
patogénicos se extrapolados ao meio ambiente, ou isso s6 ocorre in vitro? De acordo
com Angelo et al. (2010), mesmo in vitro é necessario uma grande concentragdo de
conidios para atingir as fémeas ingurgitadas. A utilizacdo de fungos em condicGes de
laboratdrio difere completamente do seu emprego nas condi¢fes encontradas no campo.
Essa ja é uma questdo comprovada para o fungo M. anisopliae. Quando utilizado em
suspensdo de conidios, obteve sucesso nas condi¢Bes de laboratdrio, enquanto que a

campo isso ndo se repetiu (Ojeda-Chi et al., 2010).

1.6.  Fitoterapia

1.6.1. Historico da Fitoterapia

A utlizacdo terapéutica de plantas existe desde a antiguidade, Hipdcrates
utilizava plantas ao tratar seus pacientes e sua obra, Corpus Hippocraticum, no que se
refere ao uso de drogas de origem vegetal (Almassy Junior et al. 2005).

A fitoterapia € uma linha de pesquisa que utiliza ferramentas analiticas na
caracterizacdo do material de estudo, as plantas. Os fitoterapicos sdo medicamentos
derivados exclusivamente de matérias-primas ativas vegetais (RDC n°14, 2010). De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os fitoterdpicos sdo preparados
com substancias ativas presentes na planta como um todo, ou em parte dela, na forma de
extrato total.

India, China e Coréia estimularam a interaco universidade-industria na area de
desenvolvimento de medicamentos (Calixto, 2003). No Brasil foi criado no ano de 2006
o Programa Nacional de Plantas Medicinal e Fitoterapico, com o intuito de garantir a
populacdo, 0 acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos (Brasil,
2006).

Simdes & Schenkel (2002) consideram o uso de fitoterapicos promissor, mas ha
a necessidade de aprofundar o conhecimento sobre a diversidade de plantas em todos os

aspectos.

1.6.2. Importancia

Em busca de novas abordagens para o controle de carrapatos por causa da
instalagdo da caracteristica da resisténcia aos produtos utilizados atualmente, bem como
reduzir os prejuizos diretos e indiretos causados por sua infestagdo, as pesquisas com

recursos naturais como extratos de plantas tornam-se uma importante ferramenta como
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alternativa a pecuaria bovina. Por meio de metodologias adequadas aliadas ao uso de
fitoterapicos, novas formulagdes farmacéuticas poderdo ser promovidas (Marinho et al.,
2007).

A comprovacdo cientifica do uso de fitoterapicos é extremamente relevante e
necessaria mediante a diversidade de plantas que possuem os biomas brasileiros. S&o
poucos os estudos conduzidos no estado de Mato Grosso do Sul, especialmente na
regido do pantanal, referente a catalogacéo e caracterizacdo de espécies com potencial
interesse farmacéutico (Neto & Morais, 2003).

Este tipo de pesquisas com produtos naturais fazem parte de uma area em
crescimento constante e de extrema relevancia e vém buscando cada vez mais a
possibilidade de uma formulacdo que possa vir a ser distribuida comercialmente de
forma segura e eficiente (Chagas et al., 2011; Chagas et al., 2012)

Assim, uma formulacdo comercial baseada em agentes naturais deve ser
desenvolvida em conjunto por quimicos, farmacéuticos e veterinarios e antes de
constituir uma formulacdo comercial, os extratos naturais bem como seus compostos

ativos isolados, necessitam de verificacdo quanto a seguranca clinica (Xie et al., 2012).

1.6.3. Metodologia de extragao

Os fitoterapicos podem ser preparados a partir de extratos brutos de plantas, que
compreendem os metabolitos secundarios das plantas (Klein et al., 2009), ou seja,
compostos organicos com func@es ecoldgicas nas plantas como protecdo e atrativos para
polinizadores, os metabolitos secundarios podem ser divididos em terpenos, compostos
fendlicos e os alcal6ides, componentes contendo nitrogénio (Croteau et al., 2000;
Shahidi & Naczk, 2003). Os fitoterapicos podem ser produzidos também por fracGes
isoladas obtidas por meio destes extratos brutos (Klein et al., 2009) e por meio de
processos fitoquimicos é possivel identificar estas substancias bioativas dos extratos
naturais, até mesmo isolar cada constituinte. Esses processos quimicos garantem
eficiéncia de forma segura (Han et al., 2007), sdo testes de triagem, qualitativos ou
semiquantitativos, que utilizam reagentes de deteccdo especificos para evidenciar a
presenca de grupos funcionais caracteristicos na matéria - prima vegetal e que auxiliam
na identificacdo da espécie vegetal e a diferenciacdo de outras espécies (RDC n°14,
2010).

Basicamente a extracdo de compostos bioativos de plantas segue um mesmo

padrdo: coleta de matéria-prima, identificacdo boténica, secagem, congelamento,
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liofilizacdo, processo de extracdo, analise cromatografica, isolamentos de compostos
ativos, purificagdo, fracionamento, e avaliacdo da toxicidade (Sahoo et al., 2010).

Para obtengdo do extrato hidro alcodlico podem ser utilizadas varias
metodologias, mas a mais comumente utilizada para a analise quimico-farmacoldgica é
realizada com 50% de agua e 50% de etanol (Cechinel Filho, 1998). O etanol a 70 % ¢
muito utilizado em percolagGes, € o um solvente utilizado na extracdo de uma ampla
variedade de compostos (Quan & Turner, 2009). Com este extrato bruto sdo realizados
testes biologicos e caso haja atividade positiva, o solvente a ser utilizado € o metanol,
pois este permite a extracdo de mais compostos. Posteriormente é realizada uma
particdo liquido-liquido, com solventes de polaridades crescentes com a finalidade de
uma semi-purificacdo das substancias por meio das polaridades dos solventes utilizados.
As fracdes obtidas nesta semi-purificacdo devem ser utilizados em testes biologicos e
caso haja atividade positiva deverad passar por procedimentos cromatograficos com o

intuito de isolar e purificar os compostos (Cechinel Filho, 1998).

1.6.4. Plantas

Uma planta pode apresentar mais de um composto bioativo. Esses compostos
podem ter atividade separada ou em associacdo (Ribeiro et al., 2011). De uma mesma
planta, os compostos extraidos e a sua acdo podem variar conforme disponibilidade nas
diferentes partes dessa planta (Pivoto et al., 2010), como em caules e folhas (Ribeiro et
al., 2011), sementes (Giglioti et al, 2011), metabolitos secundarios extraidos das plantas
(D’Alessandro, 2008; Ribeiro et al., 2011 ). Alguns compostos em pequenas proporgoes
podem impedir a atividade de outros compostos bioativos, apresentar sinergismo com
substancias que sozinhas ndo produziriam atividade, ou até mesmo ser a fracdo mais
eficaz (Pontes et al., 2007).

As caracteristicas quimicas destes constituintes variam entre diferentes espécies.

Os mesmos extratos de plantas podem variar dependendo da colheita, da origem
vegetal, do processo de secagem e de outros fatores como partes da planta a serem
utilizadas. Por meio de técnicas utilizando cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) pode-se analisar o perfil de extratos de plantas, identificar e avaliar a
composicao quimica das mesmas (Alves, 2005).

De acordo com Han et al. (2007) os processos fitoquimicos tais como extracao,
fracionamento quimico, separacdo, isolamento, elucidacdo estrutural de produtos

naturais, valendo-se de técnicas cromatogréficas, forneceriam uma direcdo aos estudos
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com extratos vegetais. Esses processos poderiam direcionar o estudo com extrato hidro
alcodlico de Cassia alata (Fedegoso gigante), planta pertencente a familia Fabaceae,
que foi capaz de causar mortalidade em carrapatos da espécie Rhipicephalus anulatus
em teste de imersdo de adulto, entretanto ainda ndo possui ativos acaricidas
identificados (Ravindran et al., 2012). Assim como o Oleo essencial de Drimys
brasiliensis conhecido popularmente no Mato Grosso do Sul como casca d’anta, possui
acao acaricida mesmo nas doses mais baixas e ainda necessita de estudos com os
compostos isolados (Ribeiro et al., 2008b).

Dentre as familias de plantas ja estudadas quanto atividade acaricida sobre R.
microplus estdo: Annonaceae (Broglio-Micheletti et al., 2009), Asteraceae (Ribeiro et
al., 2008a), Acanthaceae (Kamaraj et al., 2010), Amaranthaceae e Euphorbiaceae (Zahir
et al., 2009), Anacardiaceae (Srivastava et al., 2008), Clusicaceae (Ribeiro et al., 2007),
Caesalpiniaceae e Combretaceae (Kamaraj et al., 2010), Lamiaceae (Facey et al., 2005;
Zahir et al., 2009), Lauraceae (Alvarez et al., 2008), Leguminosae (Pereira; Famadas,
2004; Magadum et al., 2009), Liliaceae (Magadum et al., 2009; Zahir et al., 2009),
Meliaceae (Chagas et al., 2002; Magadum et al., 2009), Moraceae (Williams, 1993),
Piperaceae (Silva et al., 2009; Ferraz et al., 2010; Alvarez et al., 2008), Phytolaccaceae
(Rosado-Aguilar et al.,, 2010), Poaceae (Hernandez et al., 1989; Martins, 2006),
Rosaceae (Srivastava et al., 2008), Rutaceae (Chungsamarnyart; Jansawan, 1996),
Solanaceae (Zahir et al., 2009; Olivo et al., 2008), Verbenaceae (Kamaraj et al., 2010),
Winteraceae (Ribeiro et al., 2008b).

As duas espécies mais estudadas Melia azedarach (Cinamomo) (Borges et al.,
1994, 2003; Vivan, 2005; Sousa et al., 2008) e Azadirachta indica (neem) (Williams,
1993; Valente et al., 2007; Srivastava et al., 2008; Costa et al., 2008; Magadum et al.
2009; Broglio-Micheletti et al., 2009, 2010) pertencem a ordem Salpindales, familia
Meliaceae que por sua vez possui cinco géneros e é possivel que outras espécies desta
familia sigam o mesmo perfil quimico (Cronquist, 1988).

A utilizacdo de fitoterapicos no controle de carrapatos € um grande desafio, no
entanto com a diversidade de plantas existentes no pais, implica ser uma alternativa
possivel.

O Pantanal Sul-mato-grossense esta localizado na bacia do Rio Paraguai que
também engloba o estado de Mato Grosso, a Bolivia e o Paraguai. Constitui um bioma
rico e diversificado, com espécies de plantas comuns para todos os limites e espécies

que se restringem a determinadas areas. No Pantanal pode-se encontrar de area de
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pantano, floresta semi-decidua, cerrado, chaco e savana (Prance & Schaller, 1982).
Estudos relacionados ao conhecimento de plantas medicinais e sua utilizacdo, bem
como um levantamento destas plantas, tem sido empregado pela comunidade cientifica
em locais como Pantanal Sul-mato-grossense (Prance & Schaller, 1982), Mato Grosso
(Neto & Moraes, 2003), Paraiba (Marinho et al., 2007), dentre muitos outros. Com um
bioma vegetal tdo diversificado, a associagdo entre recursos naturais e planos de
controle sanitario, torna-se uma alternativa ao uso de produtos quimicos (Neto &
Morais, 2003).

1.6.5. Meétodos de identificagdo de compostos presentes nas plantas

Geralmente o extrato bruto ou o 6leo essencial é mais ativo do que o composto
isolado a partir destes. Um exemplo disso € o 6leo essencial de Calea serrata, que € mais
ativo em comparacdo ao composto isolado Prococeno Il da mesma planta (Ribeiro et al.,
2011). Assim como 0 extrato bruto pode ser mais ativo do que o composto isolado,
também podem existir diferentes niveis de atividade entre as diferentes partes da planta,
ter ou ndo o composto ativo, como no caso da Simarouba versicolor com substancia
acaricida ativa na raiz da planta enquanto nas flores e folhas essa substancia €
inexistente (Catto et al., 2009).

Quando o extrato bruto é semi-purificado utilizando solventes de polaridade
crescentes como hexano, diclorometano, metanol, acetona, acetato de etila e butanol, os
respectivos extratos obtidos possuem possiveis constituintes de acordo com a polaridade
do solvente (Cechinel Filho, 1998). No extrato hexano podem ser encontradas
substancias como esteroides terpenos e acetofenonas, substancias altamente lipofilicas.
No extrato de diclorometano podem ser encontradas substancias como ligninas,
flavonoides metoxilados, sesquiterpenos, lactonas, triterpenos, cumarinas e alcaldides
na forma livre, substancias lipofilicas. Nos extratos metanol e acetona ocorre extracao
de agliconas, ceras, sapogeninas, iridoides e sesquiterpenos, substancias misciveis com
agua. No extrato acetato de etila podem ser encontradas substancias como taninos,
Xantonas, acidos triterpenos, iridoides, saponinas e compostos fendlicos em geral. No
extrato de butanol podem ser encontradas substancias como flavonoides glicolisados,
taninos, saponinas e carboidratos (Cechinel Filho, 1998; Sonaglio et al., 2010).

A oscilagdo de composicdo, disponibilidade e localizacdo das substancias
quimicas das plantas, relatada por Pivoto et al. (2010) com relag&o as partes das plantas

utilizadas por ele, bem como a época de colheita e estadgio de desenvolvimento, as
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especies de um mesmo género também podem apresentar composi¢cdo quimica
diferente, como o género Tabebuia, pertencente a familia Bignonaceae e compreende
varias espécies de Tabebuia (Soares et al., 2006). A Tabebuia caraiba é uma espécie
arborea conhecida como ipé e possui dentre seus compostos quimicos os triterpenos e 0s
iriddides. Investigando quimicamente a casca do caule, folhas e cerne da T. aurea, outra
espécie do género Tabebuia, foram isoladas além das substancias triterpenos e iridoides,
também substéncias esteroides e flavonoides (Guerbas Neto, 2003).

Apos a realizacdo de testes biologicos o extrato selecionado é submetido a
técnica de cromatografia em coluna aberta com silica gel, novamente as fracdes sdo
avaliadas por meio de cromatografia de camada delgada. O Isolamento dos compostos
bioativos acontece ap0s esta fase, quando as fracGes sdo analisadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. A identificacdo e quantificacdo desses compostos ocorrem
com a utilizacdo da cromatografia gasosa acoplada a espectrofotbmetro de massa e a
identificagdo da estrutura molecular das substancias naturais ocorre por meio do uso da
ressonancia magnética (Cechinel Filho, 1998).

O timol, um monoterpeno presente em diversas plantas, € outra substancia ativa.
Dissolvido em etanol e agua possui atividade acaricida contra R. sanguineus e
Dermacentor nitens (Daemon et al., 2012). Sua utilizacdo em testes in vivo depende de
diluentes que possam manter o composto estavel fazendo com que haja menos
volatilizacdo da substancia ativa (Oliveira et al., 2010). Os taninos sdo compostos
abundantes nas plantas Acacia pennatula, Piscidia pisipula, Leucaena leucocephala e
Lysiloma latisiliquum. Fernandez-Salas et al. (2011), acreditam que essa substancia seja
o principal motivo do efeito acaricida que essas plantas apresentam.

Outras substancias ativas sdo os ginsenosides, que fazem parte de uma classe de
terpenos saponinas encontradas em plantas do género Panax. A raiz das plantas desse
género é a parte mais utilizada por conter saponinas. A partir do extrato de Panax
ginseng, P. quinquefolium e P. notoginseng, novos compostos ativos foram descobertos
recentemente, e futuramente estudos fitoquimicos destes compostos ginsenosideos

deverdo ser realizados (Yang et al., 2012).

1.6.6. Testes acaricidas
Os testes in vitro permitem uma avaliacdo preliminar sobre as atividades
acaricidas de extratos vegetais, constituindo-se no primeiro passo para a caracterizagéo

de compostos ativos presentes nas plantas (Costa et al., 2002).
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O teste de imersdo larval é um teste in vitro utilizado na deteccdo de resisténcia a
acaricidas quimicos e que também pode ser empregado no teste de eficacia de
fitoterapicos. Fiori et al. (2011), avaliaram a acdo da planta Tagetes minuta a partir do
teste in vitro de imersdo larval. Com o intuito de avaliar qual fracdo da T. minuta seria
mais eficaz, quatro fracbes foram utilizadas no teste, 0leo essencial, infusdo aquosa,
tintura simples e tintura concentrada. O 6leo essencial de T. minuta foi superior a todas
as diferentes fracOes avaliadas, seguida pela tintura concentrada.

Outro teste in vitro utilizado na avaliacao de fitoterapicos € o teste de imersao de
adultos (Drummond et al., 1973). Este teste engloba a deteccdo de resisténcia acaricida
e tem sido amplamente empregado nos Ultimos anos em teste de eficacia com

fitoterapicos.

1.6.7. Avancos na utilizacao de fitoterapicos

As pesquisas com produtos naturais fazem parte de uma area em crescimento
constante e de extrema relevancia e vem garantindo um avango significativo na
descoberta de novos ativos (Newman & Cragg, 2012). Um levantamento dos registos da
Agéncia de Protecdo Ambiental entre 1997-2010 apontam 0s compostos naturais como
fonte de produtos quimicos utilizados atualmente, por meio de alguma ligagdo com um
produto natural especifico ou ainda um subproduto isolado. Por isso 0s compostos
naturais sdao de fundamental importancia na legitimacdo de pesticidas, fungicidas e
parasiticidas (Cantrell et al., 2012).

Dentre as plantas ja estudadas e que obtiveram sucesso sobre R. (B.) microplus
destacam-se Calea serrata, foi toxica para larvas nas concentracdes de 50 mg / mL, 25
mg / ml, 12,5 mg / mL, e 6,25 mg / mL (Ribeiro et al. 2008%), com eficacia superior a
95%, utilizando o Preconceno Il isolado do dleo essencial da planta, na concentracdo de
2,5 mg / mL (Ribeiro et al 2011), Piper aduncum, na concentracdo 0,1 mg / ml ™
apresentou 100% de mortalidade de larvas (Silva et al. 2009), Drimys brasiliensis
toxico para larvas em todas as concentracGes analisadas 25, 12,5 e 6,25 microl / ml
(Ribeiro et al. 2008b), Sd0 muitos os estudos que demonstram a eficacia de extratos
vegetais em isolados resistentes a organofosforados, amidinas e piretroides. Rosado-
Aguilar et al. (2010) por meio de extrato bruto geraram particdes a fim de avaliar o
perfil metabolico de extratos. A fracdo hexanica obteve maior eficacia contra larvas de

R. (B.) microplus, com esse resultado e levando em consideracdo a utilizagdo de
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solventes de polaridade crescente na coluna cromatogréafica, foi possivel identificar que
a acdo carrapaticida esta presente entre 0s compostos apolares da planta.

Algumas substancias sdo insollveis em agua. O emprego de solventes ou até
mesmo surfactantes faz parte da busca por novas substancias ativas. O uso de diluentes
é ajustado a polaridade de determinada planta, ou da parte da planta a ser utilizada; o
diluente ndo deve interferir na eficacia dos compostos e deve contribuir para que o
extrato expresse a real agdo acaricida (Resende et al., 2012). O adjuvante deve ser
adequado as substancias bioativas, com o intuito de produzir uma formula estavel
(Chagas et al., 2012).

O diluente utilizado na solubilizagcdo do extrato tem importancia significativa.
Em se tratando de 6leo essencial, a utilizacdo de um solvente aumenta sua superficie de
acao quando convertido em concentrado emulsionavel (Chagas et al., 2002; Silva et al.,
2008). Uma vez que pode potencializar a eficacia do extrato ou ndo (Pivoto et al.,
2010). Os solventes de baixo peso molecular e com pouca viscosidade sdo preferiveis
para os testes de imersdo. Em concentragdo abaixo de 76% &lcool metilico, etilico,
acetona, Dimetilsulfoxido (DMSO), acetato de etila, xilol com pesos moleculares de
32,04 até 106,16 e triton na concentracdo maxima de 0,05% podem ser utilizados
(Chagas et al., 2012).

Castro et al. (2010), avaliaram a eficacia de extratos hidro alcodlicos de espécies
de plantas medicinais utilizadas por produtores familiares no controle de parasitos. Sete
espécies foram avaliadas quanto a eficacia no controle do carrapato-do-boi utilizando a
técnica in vitro de imersdo de adultos. Das sete plantas testadas quatro apresentaram
substancias com atividade parcial no controle do R. (B.) microplus, Enterolobium
contortisiliqguum (Orelha-de-macaco), Senna rugosa (Boi gordo), Calotropis procera
(Flor-de-seda) e Araucaria angustifolia (Pinheiro-do-Parana), necessitando ainda, assim
como no trabalho de Tavares et al. (2010), avaliando a eficacia carrapaticida da Melia
azedarach em R. (B.) microplus e Anocentor nitens; necessidade da continuidade na
avaliacdo destas espécies vegetais, com fracionamento, caracterizacdo do perfil
fitogquimico e isolamento de substancias, visando obter melhores resultados de eficacia.

Alguns trabalhos como o de Broglio-Micheletti et al. (2010) obtiveram resultado
significativo pesquisando a a¢do do extrato da semente de neem (A. indica) (extrato
hexano) e 6leo emulsiondvel de nem em fémeas ingurgitadas utilizando o teste de
imersdo. Houve interferéncia na reproducdo das fémeas caracterizando eficacia no

controle de R. (B.) microplus e uma alternativa aos produtos quimicos normalmente
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utilizados. Bisen et al. (2011) analisaram a eficacia de Oleo e extrato metandlico de
neem (Azadirachta indica) e 6leo e extrato metanolico de karanj (Pongamia glabra), uma
mistura de 6leo de neem e Gleo de karanj e uma mix de extrato metanolico de neem e
karanj. O resultado destas experiéncias foi de grande eficacia para o Oleo e extrato
metanolico de folhas de karanj quando utilizado sozinho, bem como para a associacao
de neem e karanj em comparagdo ao 6leo ou extrato de neem utilizados em separado,

supostamente um mecanismo sinérgico podera estar envolvido.

2.0.0BJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral
O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade acaricida in vitro e caracterizar
guimicamente extratos de plantas com potencial medicinal do Cerrado e Pantanal

Sul-mato-grossense.

2.2.  Objetivos especificos

Capitulo I - Avaliar atividade acaricida in vitro, de 21 espécies do Banco de
extratos de espécies vegetais da UFMS oriundas do Pantanal Sul-mato-grossense, sobre
larvas e adultos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Capitulo Il - Determinar a acéo acaricida de fracGes polares e apolares de plantas
do Pantanal Sul-mato-grossense.

Capitulo 1ll - Avaliar a atividade acaricida in vitro de Tabebuia aurea, T.
serratifolia e T. rosea pertencentes ao Cerrado Sul- mato-grossensse, contra larvas e
adultos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, além do fracionamento e

caracterizacdo quimica da fracéo ativa.
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ANPENDICES

Figura 1 Fémeo ingurgitado para postura

Figura 3- Tubo Eppendorf e larvas pés-
eclosédo

e

Figura 5- Larvas em contato com extrato

Figura 7- Larvas e extrato em mesa

agitadora

Figura 4- Extrato vegetal diluido

Figura 6- Agitacdo vigorosa

Figura 8- Larvas sendo depositada no

envelope de papel filtro




Figura 9- Pacotes com larvas e extrato

Figura 10- Pacote aberto apds 24 hs
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Capitulo I - Artigo |
A ser submetido na revista Veterinary Parasitology

Prospeccéo de compostos bioativos de 21 plantas nativas do Pantanal Sul-mato-

grossense com acao sobre Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Santos, L. B.*"
'Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, Brasil
" Autor correspondente
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia Animal/Universidade Federal de Mato Grosso
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Avenida Senador Filinto Mdiller 2443, Ipiranga, Caixa Postal 549
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Abstract: The applications of chemical acaricide in a promiscuous and incorrect way
result in the resistance of the tick population on the Brazilian cattle . The use of herbal
medicine to control de ticks is a great challenge, however with the variety of plants
widespread in the forest area of the country, becomes a possible alternative.This paper
was to evaluated the in vitro acaricidal activity (larval immersion test) of twenty-one
extracts of vegetal species found in Pantanal Sul — Mato — Grossense. The plants
Centratherum punctatum, Lantana canescens, Melanthera latifolia, Aeschynomene
denticulata, Echinodorus paniculatus, Caperonia castaneifolia, Crotalaria micans,
Angelonia hirta, Diodia kuntzei, Sebastiana hispida, Richardia grandiflora, Aspilia
latissima, Hippocratea volubilis, Tocoyena formosa, Randia armata, Zanthoxylum
rigidum, Hyptis mutabilis, Ocotea diospyrifolia and Sesbania virgata (fruit extracts),

exhibit acaricidal activity on non-parasitic stage of Rhipicephalus (Boophilus)
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microplus, and the species, Croton glandulosus and Senna obtusifolia, don’t show
effects. The crude extracts of M. latifolia, A. hirta, R. grandiflora e A. latissima, were
tested in female ticks (Adult immersion test) and only Angelonia hirta show efficiency
proximity to 90%.

Keywords: wetland biome, ox tick, herbal medicine

Resumo: A aplicagdo de acaricidas quimicos de forma indiscriminada e inadequada
resultou na instalagdo da resisténcia nas populagdes de carrapatos do rebanho bovino
brasileiro. A utilizagdo de fitoterapicos no controle de carrapatos € um grande desafio,
no entanto com a diversidade de plantas existentes em toda area de mata do pais,
implica ser uma alternativa possivel. Neste trabalho foi avaliada a atividade acaricida in
vitro (Teste de imersdo larval) de extratos de 21 espécies de vegetais encontradas no
Pantanal Sul- mato- grossesnse. As plantas Centratherum punctatum, Lantana
canescens, Melanthera latifolia, Aeschynomene denticulata, Echinodorus paniculatus,
Caperonia castaneifolia, Crotalaria micans, Angelonia hirta, Diodia kuntzei,
Sebastiana hispida, Richardia grandiflora, Aspilia latissima, Hippocratea volubilis,
Tocoyena formosa, Randia armata, Zanthoxylum rigidum, Hyptis mutabilis, Ocotea
diospyrifolia e Sesbania virgata (extrato de frutos), apresentam atividade acaricida
sobre a fase ndo parasitaria de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, e as espécies,
Croton glandulosus e Senna obtusifolia,ndo apresentam eficacia. Os extratos brutos M.
latifélia, A. hirta, R. grandiflora e A. latissima, foram testados em teledginas (Teste de

imersdo de adultos) e apenas Angelonia hirta apresentou eficacia préximo a 90%.

Palavras-chave: bioma pantaneiro, carrapato do boi, fitoterapico

1.0. Introducéo
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O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) ectoparasito
hematdfago de bovinos, possui ampla distribuicdo e sua infestacdo causa grande
prejuizo econbmico a bovinocultura brasileira (Cordovés, 1997; Grisi et al. 2002).

A fixacdo e espoliagdo sanguinea realizada pelo R. (B.) microplus causam efeitos
deletérios no ganho de peso, na conversdo alimentar e depreciacdo do couro. Pode
ocorrer transmissao de patdégenos como Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma
marginale, complexo denominado tristeza parasitaria bovina (Gomes, 2000). O prejuizo
inerente ao carrapato bovino é estimado em dois bilhdes de ddlares por ano no Brasil.
Com cerca de 80% do rebanho bovino brasileiro acometido pelo R. (B.) microplus, o0s
gastos com o manejo de controle s&o cada vez maiores (Grisi et al. 2002).

O controle terapéutico atualmente utilizado contra carrapato bovino é realizado
pelo uso de produtos quimicos acaricidas (Furlong et al. 2007). A resisténcia do R. (B.)
microplus é comprovada em Mato Grosso do Sul a todos 0s grupos quimicos e essa
situacdo é encontrada em outros estados brasileiros (Koller et al. 2009; Andreotti, 2010;
Gomes et al. 2011). Em consequéncia dessa resisténcia comprovadamente instalada no
rebanho bovino brasileiro e de todos os prejuizos que a infestacdo por ele acarreta na
cadeia produtiva bovina de carne, leite e couro € que pesquisas de novas abordagens e
estudos que viabilizem um novo produto para o controle do parasitismo merecem
atencdo, na tentativa de prolongar a vida Gtil e ou reduzir o uso de carrapaticidas que
ainda possuam alguma eficacia. Dentre as abordagens possiveis destaca-se o0 uso de
extratos vegetais (Catto et al. 2009).

As pesquisas com produtos naturais fazem parte de uma area em crescimento
constante e de extrema relevancia, com avanco significativo na descoberta de novos
ativos que venham promover uma formulacdo com base em tais produtos (Newman &

Cragg, 2012). Um levantamento dos registros da Agéncia de Protecdo Ambiental entre
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1997-2010 apontam os compostos naturais como fonte de produtos quimicos utilizados
atualmente, por meio de alguma ligagdo com um produto natural especifico ou ainda um
subproduto isolado. Por isso os compostos naturais séo de fundamental importancia na
legitimacdo de pesticidas, fungicidas e parasiticidas (Cantrell et al. 2012).

Poucos sdo os estudos direcionados a catalogacdo e caracterizagdo de espécies
com potencial interesse farmacéutico no estado de Mato Grosso do Sul, especialmente
na regido do Pantanal, com referéncia a catalogacdo, caracterizacdo fitoquimica de
espécies com potencial interesse farmacéutico (Neto & Morais, 2003; Soares, 2006).

O Pantanal Sul-mato-grossense localizado na bacia do Rio Paraguai também
engloba o estado de Mato Grosso, Bolivia e Paraguai. Bioma rico e diversificado, com
espécies de plantas comuns para todos os limites e espécies que se restringem a
determinada area. No Pantanal, pode-se encontrar de &rea de pantano, floresta estacional
semidecidua, cerrado, chaco e savana. (Prance & Schaller, 1982).

Dentre as familias de plantas j& estudadas globalmente quanto a atividade
acaricida sobre R. (B.) microplus estdo: Annonaceae (Broglio-Micheletti et al. 2009),
Asteraceae (Ribeiro et al. 2008a), Acanthaceae (Kamaraj et al. 2010), Amaranthaceae e
Euphorbiaceae (Zahir et al. 2009), Anacardiaceae (Srivastava et al. 2008), Clusicaceae
(Ribeiro et al. 2007), Caesalpiniaceae e Combretaceae (Kamaraj et al. 2010), Lamiaceae
(Facey et al. 2005; Zahir et al. 2009), Lauraceae (Alvarez et al. 2008), Leguminosae
(Pereira; Famadas, 2004; Magadum et al., 2009), Liliaceae (Magadum et al. 2009; Zahir
et al., 2009), Meliaceae (Brown et al. 1998; Chagas et al. 2002; Magadum et al. 2009),
Moraceae (Williams, 1993), Piperaceae (Silva et al. 2009; Ferraz et al., 2010; Alvarez et
al. 2008), Phytolaccaceae (Rosado-Aguilar et al., 2010), Poaceae (Hernandez et al.

1989; Prates et al. 1993; Martins, 2006), Rosaceae (Srivastava et al. 2008), Rutaceae
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(Chungsamarnyart; Jansawan, 1996), Solanaceae (Zahir et al. 2009; Olivo et al. 2009),
Verbenaceae (Kamaraj et al. 2010), Winteraceae (Ribeiro et al. 2008b).

As duas espécies mais estudadas Melia azedarach (Borges et al. 1994, 2003;
Vivan, 2005; Sousa et al. 2008) e Azadirachta indica (Williams, 1993; Valente et al.
2007; Srivastava et al. 2008; Costa et al., 2008; Magadum et al. 2009; Broglio-
Micheletti et al. 2009, 2010) pertencem a ordem Salpindales, a familia Meliaceae, que
possui cinco géneros e é possivel que outras espécies desta familia sigam o mesmo
perfil quimico (Cronquist, 1988).

Dentre as plantas ja estudadas e que obtiveram sucesso sobre R. (B.) microplus
destacam-se Calea serrata, com eficacia superior a 95%, utilizando o Preconceno 1l
isolado do oleo essencial da planta, na concentracdo de 2,5 mg / mL (Ribeiro et al
2011), Piper aduncum, na concentragdo 0,1 mg / ml * apresentou 100% de mortalidade
de larvas (Silva et al. 2009), Drimys brasiliensis toxico para larvas em todas as
concentragOes analisadas 25, 12,5 e 6,25 microl / ml (Ribeiro et al. 2008b).

A utilizacdo de fitoterapicos no controle de carrapatos é um grande desafio, no
entanto com a diversidade de plantas existentes em toda area do pais, implica ser uma
alternativa possivel. Até o momento 106 diferentes espécies compreendidas em 46
familias e 91 géneros, foram coletadas e identificadas pelo Banco de extratos de
espécies vegetais encontradas no Pantanal- herbario CG-MS da UFMS, em sua maioria
espécies sem estudo quanto a caracterizacdo quimica, classe de metabdlitos ja descritos
e atividades bioldgicas ja realizadas.

Neste trabalho foram avaliadas e caracterizadas 21 espécies do Banco de
extratos de espécies vegetais da UFMS encontradas no Pantanal Sul-matogrossense, das
quais 13 espécies apresentam algum estudo relacionado ao seu perfil fitoquimico e oito

destas plantas permanecem inéditas mesmo neste critério.
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2.0. Materiais e metodos
2.1. Isolado de R. (B.) microplus

Foi utilizado um isolado de campo resistente a piretroide (deltametrina) e,
associacao de organofosforado e piretroide (ethion e cipermetrina), sensivel a amidina
(amitraz), associacdo de organofosforado e piretroide (clorpirifés e cipermetrina),
associacao de organofosforado e organofosforado (diclorvos e clorpirifés), oriundo da
Universidade Federal de Uberléndia, cedida pela Embrapa Gado de Corte. Para sua
manutencdo, foram inoculadas 5000 larvas de R. (B.) microplus semanalmente em um
bezerro, que foi previamente desparasitado (20 dias antes da primeira infestacdo) e
permaneceu durante todo o experimento no setor de isolamento animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia.

As teledginas foram coletas principalmente no inicio da manha e final da tarde,
foram lavadas e colocadas com o dorso para baixo em placas de petri e levadas a uma
estufa B.O.D. por 18 dias em 27° C +1 e UR (umidade relativa) de 80%. Apos este
periodo (0,25 gramas de ovos) foram pesados e mantidos também em B.O.D. em
seringas adaptadas (com a ponta cortada), para inoculacdo semanal do isolado.

Todos os procedimentos cumpriram com 0s requisitos da biosseguranca, ética e
bem-estar na pesquisa animal, preconizados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o processo n° 410/2012.

2.2.Material vegetal
As coletas das espécies vegetais pertencentes ao bioma pantaneiro foram
realizadas na regido do Rio Miranda/Abobral, na Fazenda Sdo Miguel (19°36'30"S;

57°2'8"0), Estrada Parque (19°37'5"S;57°2'4"0), Base de Estudos do Pantanal — UFMS
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(19°34'36"S; 57°1'11"0) e Fazenda Sao Bento (19°34'7"S; 57°1'15"0), no periodo de
cheia, abril/2012, com autorizacdo de acesso e de remessa de amostra de Componente
do Patrimonio Genético n° 010457/2010-0.

Foram coletadas 21 espécies vegetais (diferentes partes) (Quadrol) encontradas
na regido do Pantanal de Mato Grosso do Sul. O critério utilizado na coleta das plantas
era para que houvesse flores (0 mais correto quando se busca uma exsicata € que a
planta esteja na fase de florescéncia, para ser identificada). Com uma destas 21 espécies,
a leguminosa Sesbania virgata, foram coletados os frutos separados (havia vagem em
abundancia), nesse caso foi realizado um extrato de frutos e um extrato de ramos finos e
folhas, no total foram analisados neste trabalho 21 espécies e 22 extratos, sendo dois
extratos da mesma espécie.

As espécies coletadas foram identificadas pelo Herbario CG-MS/ UFMS, foram
catalogadas utilizando o co6digo Banco de extratos de espécies vegetais encontradas no
Pantanal (Bepan) seguido de numeros e suas exsicatas estdo depositadas no herbério
CG-MS da UFMS.

As diferentes partes vegetais coletadas foram secas e depois trituradas em um
moinho de facas (MARCONI®) com padronizacdo do tamanho da particula de 20
Mesh. Os extratos foram obtidos através de um extrator de solvente acelerado (ASE)
(DIONEX®) (ASE 150) utilizando nitrogénio como gas pressurizador em células de
cinco e 100 mL, dependendo da quantidade do material vegetal seco. O etanol foi o
solvente empregado nas extracdes, solvente de grau analitico, ou seja, solvente puro. O
solvente foi filtrado em filtro Hexis (0,45 um) e depois degaseificado em ultrassom. A
extracdo do material vegetal foi realizada em extrator de fluido pressurizado pelo

método bruto:
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Solvente: etanol/agua destilada (7:3), 100 °C, 1.600 psi, um ciclo, tempo estatico 5

min, 60 % lavagem, 50 seg de purga.

2.3.Teste de imerséo larval (TIL) - Shaw (1996)

No TIL, foram utilizados 22 extratos brutos hidro alcodlicos provenientes de 21
plantas do Pantanal Sul-mato-grossense (uma das espécies com dois extratos, um de
seus frutos e outro com ramos finos e folhas, conforme identificado o item 2.2) listados
no Quadro 1. Foram avaliadas trés diferentes concentracdes (40%, 20% e 5%) de cada
extrato vegetal, em triplicata, utilizando a técnica de Shaw (1996) com modificagdes.

O procedimento com as teledginas ocorreram conforme indicado no item 2.1.
Apos este periodo (0,025 grama de ovos) foram pesados e mantidos também em B.O.D.
em tubos tipo eppendorf, com capacidade de 2 ml. Este tubo foi adaptado com um furo
na tampa para que houvesse passagem de ar e injecao dos tratamentos.

Os diluentes empregados nas avaliagfes in vitro foram determinados pela
polaridade e solubilidade em &gua dos extratos brutos. Foram utilizados etanol a 20%,
Tween 80 a 5% e agua destilada em todas as diluicdes dos 22 extratos.

Imediatamente ap6s a adi¢do de 1 ml de extrato diluido nos tubos tipo eppendorf
contendo cerca de 500 larvas (0,025 gramas de ovos), o tubo foi fechado e agitado
vigorosamente durante alguns segundos e depois a 200 rpm em mesa agitadora (Marca -
Q225M) durante 10 minutos. Ap6s os 10 minutos de imersdo, as larvas foram colocadas
em envelopes de papel filtro com o auxilio de um pincel, presas com prendedores de
papel e mantidas em 27° C +1 e URA de 80%. Apos 24 horas foram contadas as larvas
vivas e mortas. Para cada extrato, foi utilizado um controle positivo (cipermetrina,
diclorvos e citronelal na concentracdo recomendada pelo fabricante) e um controle

negativo (etanol a 20%, Tween 80 a 5% ou agua destilada).
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2.4.Teste de imerséo de adulto (TIA) - (Drummond et al., 1973)

Foram utilizados no TIA (Drumond et al., 1973), os extratos brutos das plantas
M. latifolia, A. hirta, R. grandiflora e A. latissim. Outras espéceis também apresentaram
eficdcia elevada no TIL, mas somente estas quatro espécies encontravam-se em
quantidade suficiente de extrato para realizagdo do TIA em relacdo aos demais extratos
eficazes no TIL.

As teledginas foram distribuidas entre as repeticGes de forma homogénea (de
acordo com o peso). Os testes foram realizados em duplicata (10 fémeas por grupo,
N=20/concentracdo) para o estudo do efeito de diferentes concentracbes sobre a
mortalidade e os aspectos reprodutivos das fémeas. Foi utilizado um grupo controle
positivo (cipermetrina, diclorvos e citronelal) e um negativo (dgua destilada, etanol 20%

e tween 80 5%).

2.5 Anélise dos dados

Para o célculo da eficécia sobre as larvas, utilizou-se:

E%= [Média de larvas mortas / (Média de larvas vivas + Média de larvas
mortas)] x 100

A eficiéncia reprodutiva (ER) e o indice de eficacia (IE) do extrato vegetal em
fémeas adultas ingurgitadas foram calculados segundo Drummond et al. (1973):
ER = (Peso da massa de ovos/ Peso da massa de fémeas) x % ecloséo x 20.000
IE = [(ER do grupo controle - ER do grupo tratado)/ ER do grupo controle] x 100

O critério de avaliacdo dos extratos foi estabelecido, de acordo com as diretrizes da

Associacdo Mundial para o Avango da Veterindria Parasitologia (WAAVP)
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(HOLDSWORTH et al., 2006), para avaliar a eficacia de acaricidas, eficacia superior a

95%.

3.0 Resultados

O percentual de eficacia do TIL nas concentragdes 40%, 20% e 5% encontram-
se na Tabela 1.

Doze extratos apresentaram 100% de eficacia na concentracdo de 40%, seis
extratos apresentaram eficacia igual ou superior a 95% na concentracdo de 20%, um
extrato apresentou eficicia superior a 95% na concentracdo de 5% e dois extratos,
Senna obtusifolia e Croton glandulosus ndo apresentaram eficicia contra R. (B.)
microplus.

O efeito dos extratos sobre fémeas adultas de R. (B.) microplus estdo
representados na Tabela 2. Nenhum dos extratos avaliados apresentou 100% de
letalidade contra teledgina.

O efeito de Angelonia hirta na concentragdo de 40% foi de 5% de mortalidade,
no entanto, a média de eclodibilidade dos ovos foi de 19,3%, atingindo a média de
eficacia de 88%.

Aspilia latissima na concentracdo de 50% resultou na morte de 10% das
teledginas, média de eclodibilidade dos ovos foi de 33,3% e aumentando conforme
diminuia a concentracdo do extrato nas demais dilui¢Ges.

Na exposicdo de teledginas & Melanthera latifolia na concentracdo de 40%, a
mortalidade foi de 35% das teledginas e a média de eclodibilidade foi de 47,6%.

O efeito de Richardia grandiflora sobre teledginas resultou na morte de 15% das

fémeas expostas a concentracao de 40% e a média de eclodibilidade foi de 45,3%.
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4.0 Discusséo

Esse é o primeiro trabalho de avaliacdo de atividade acaricida em Aeschynomene
denticulata, Angelonia hirta, Aspilia latissima, Caperonia castaneifolia, Centratherum
punctatum, Crotalaria micans, Diodia kuntzei, Echinodorus paniculatus, Hippocratea
volubilis, Hyptis mutabilis, Lantana canescens, Melanthera latifolia, Ocotea
diospyrifolia, Randia armata, Richardia grandiflora, Sesbania virgata, Senna
obtusifolia, Tocoyena formosa e Zanthoxylum rigidum, todas pertencentes ao Pantanal
Sul-mato-grossense.

A escolha das espécies analisadas neste trabalho foi realizada apds busca na
literatura por familias de plantas avaliadas quanto a atividade acaricida, no entanto
algumas exsicatas foram escolhidas por serem abundantes no Pantanal Sul-mato-
grossense e com classes de substdncias descritas em literatura, mas ineditas na
utilizagdo como acaricida.

Duas plantas utilizadas neste estudo ja haviam sido avaliadas quanto a atividade
acaricida por Catto et al. (2009), Croton glandulosus e Sebastiana hispida. No presente
estudo, o extrato de C. glandulosus foi obtido utilizando somente a parte aérea da planta
e foi avaliada sobre larvas de R. (B.) microplus, com eficacia de 9,23% na concentracao
de 5%. Catto et al. (2009), utilizaram a planta inteira na obtencdo do extrato de C.
glandulosus, avaliada em uma concentracdo de 2,5%, menor que a concentracdo
utilizada neste estudo, sobre adultos da mesma espécie de carrapato, observando-se
eclodibilidade de 89% e eficacia geral de 20,28%. Estes resultados demontram que C.
grandulosus possui reduzida acéo contra R. (B.) microplus, que ocorre principalmente
na reducdo da postura de ovos pelas fémeas ingurgitadas e um possivel

comprometimento da embriogénese.
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Sebastina hispida, conhecida popularmente como Mercurio, pertence a familia
Euphorbiaceae (Honda et al, 1990). No presente estudo o extrato hidroalcodlico da parte
aérea de S. hispida obteve eficacia superior a 95% na concentracdo de 5% no TIL. Em
outro estudo, o extrato bruto a 2,5% da planta inteira foi avaliado no TIA, observando-
se eficacia geral de apenas 8,16% e reducdo de eclodibilidade dos ovos de 7% (Catto et
al. 2009). Esta diferenca na acdo acaricida de S. hispida pode ser justificada pela
interferéncia de fatores tais como local e época de coleta, parte da planta utilizada, bem
como a fase de vida do carrapato a que foi submetida. Catto et al. (2009) obtiveram a
exsicata em abril de 2008, ano em que a seca foi rigorosa e os indices de precipitacdo
foram baixos (Soares, 2009). A exsicata do presente estudo foi obtida durante o periodo
da cheia no Pantanal, durante o verdo do ano de 2012 (dezembro a margo). De acordo
com Gobbo-Neto et al. (2007), os compostos secundarios das plantas podem sofrer
influéncia da sazonalidade, ritmo cicardiano e desenvolvimento, no caso da seca
prolongada, o estresse ao que a planta € submetida diminui a concentragdo de
metabdlitos e , no verdo estas substancias podem acumular na planta ou em parte dela.
Além disso, os métodos de extracdo dos principios ativos foram diferentes em ambos os
trabalhos. Catto et al. (2009) utilizaram a macera¢do como método de extracdo (obtendo
uma tintura), seguida de secagem (evaporagdo do solvente), sendo o sucesso deste
método dependente do liquido extrator, temperatura, agitacdo, pH e tempo de extracdo
(Falkenberg et al. 2010). No presente estudo, foi utilizada a extragdo em sistema
fechado em um extrator de fluido pressurizado. Método de extracdo considerado
altamente eficiente, que utiliza menor quantidade de solvente em comparacdo a outros
métodos de extracdo (Falkenberg et al. 2010).

As plantas D. kuntzei, R. grandiflora, e T. formosa avaliadas neste estudo,

pertencem a familia Rubiaceae. As espécies desta familia tém como metabolitos
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secundarios os iridoides, as lignanas, antraquinonas, flavonoides, derivados fenolicos,
triterpenos, diterpenos e cumarinas. Quando avaliadas na concentracdo de 40%, D.
kuntzei, e R. grandiflora apresentaram eficidcia de 100%, enquanto T. formosa
apresentou eficacia de 95% sobre larvas de R. (B.) microplus.

Zanthoxylum rigidum (Rutaceae) apresentou na concentracdo de 20%, média de
eficacia de 99%. A familia Rutaceae é muito estudada quanto ao nimero significativo
de diferentes metabdlitos secundarios e atividades bioldgicas que possui (Lewis, 1983),
antibacteriana, fungica (Nissanka et al. 2001), e acaricida (Gandhi & Rahuman, 2010), o
género Zanthoxylum possui espécies com atividade antifingica e repeléncia contra
Aedes aegypti (Choochote et al. 2007).

Gandhi & Rahuman, (2010) avaliaram o extrato metanolico de Aegle mamelos
(Rutaceae) sobre R.(B.) microplus, a eficécia foi de 100% no teste do pacote larval,
apresentando CL50 134,09 ppm.

O extrato de A. hirta a 40% apresentou média de eficacia de 100% e na
concentracdo de 20%, apresentou eficacia superior a 95% contra larvas. Esta espécie
ainda ndo possui caracterizacdo quimica e, foi uma das espécies selecionadas neste
estudo por ser abundante em campo alagavel no Pantanal Sul-mato-grossense.

Echinodorus paniculatus (Alismataceae) obteve 100% de eficadcia nas
concentracOes de 20% e 40%, também faz parte de uma familia avaliada pela primeira
vez contra R. (B.) microplus. A familia Alismataceae é rica em diterpenos do tipo
clerodano, labdano, alcaloides, diterpenoicos e flavonoides. A planta E. grandiflorus,
também é conhecida como chapéu de couro, assim como E. paniculatus (avaliada neste
estudo), na primavera possui um aumento na quantidade de flavonoides e
arilpropanoides, possui acdo in vitro diurética, antiinflamatdria e antihipertensiva (Paiva

et al. 2008).
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Melanthera latifolia, Aspillia latissima e Centratherum punctatum apresentaram
eficacia acima de 95% na maior concentragdo (40%) no TIL, as trés espécies pertencem
a familia Asteraceae. As plantas pertencentes a essa familia sdo ricas em taninos,
saponinas espumidicas, purinas, polissacarideos, glicondios cardiot6nicos, flavonoides,
esteroides, triterpenoides, derivados de cumarina, carotenoides e antraquinonas, e néo
possuem iridoides (Cronquist, 1981; Ribeiro et al. 2008?). Ribeiro et al. (2008a) também
alcancaram eficacia superior a 95% ao utilizarem a Calea serrata (Quebra-tudo), planta
que pertence a familia Asteraceae, assim como M. latifolia, A. latissima e C. punctatum,
avaliadas no presente estudo. O extrato hexano da C. serrata (partes aéreas da planta),
rica em eupatoriochromene e precoceno Il, apresentou efeito toxico no TIL
(concentragfes 3,12 e 6,25 mg / mL) contra R. (B.) microplus. Posteriormente, Ribeiro

et al. (2012) analisaram o mecanismo de acdo do extrato hexano de C. serrata

(concentragcbes 1,5, 3 e 6 mg / mL) e, os resultados obtidos indicam a inibicdo da

acetilcolinesterase em larvas de R. (B.) microplus e em ratos Wistar em ambas as
concentragoes.

As espécies C. micans e A. denticulata apresentaram eficacia de 100% na
concentracdo de 40%, ambas pertencem a familia Leguminosae, sdo ricas em
flavonoides, isoflavonoides, conferitrina e esteroides (Martinez et al. 2009), no entanto,
apenas A. denticulata manteve a eficacia de 100% na concentracdo de 20%. Os
metabdlitos secundarios geralmente sdo comuns entre as plantas de uma mesma familia,
a quantidade e interacdo entre 0s mesmos podem variar e, podem ser ativadas em algum
estagio particular do desenvolvimento da planta ou em determinado periodo (Mann,
1987). O extrato bruto de Dabhlstedtia pentaphylla, que também pertencea familia
Leguminosae, foi avaliado em bovinos, via pulverizagdo nas diluicdes 1:10 e 1:20, e

apresentou eficacia de 68,11% e 66,07%, respectivamente, no dia sete pds-tratamento,
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ndo diferindo entre si, mas diferindo de forma significativa do grupo controle (agua e
alcool etilico 1:10) (Pererira & Famadas, 2004)

Hyptis mutabilis e O. diospyrifolia pertencem a familia Laminaceae,
apresentaram eficacia média superior a 95% sobre larvas de R. (B.) microplus na
concentracdo de 40%. Em geral as plantas pertencentes a familia Laminaceae possuem
triterpenoides, taninos, flavonoides e iridoides, este Gltimo presente na casca. Entre 0s
compostos metabolicos secundarios de H. mutabilis estio o - sitoesterol e
estigmasterol (extrato da folha) (Melo 2003).

Hyptis verticillata (Facey et al., 2005) é uma das espécies que ja foram avaliadas
contra R. (B.) microplus. Foi isolado de H. verticillata um produto natural com
atividade acaricida, Cadina-4,10(15)-dien-3-one, que, assim como 0s demais compostos
fendlicos, podem afetar a funcdo enddcrina apds reacdes oxidativas, e ndo mata o
carrapato adulto, mas diminui a postura e eclodibilidade de ovos (Porter et al., 1995).
Considerando que os metabdlitos secundarios estdo dispostos entre familias de plantas
ou restrita a elas, é possivel que H. mutabilis partilhe da substéncia isolada Cadina-
4,10(15)-dien-3-one, ou ainda, que outras substancias estejam envolvidas na atividade
acaricida exercida por ela, por isso, mais estudos ainda sdo necessarios quanto a
elucidacéo estrutural de H. mutabilis.

Neste trabalho a L. canescens apresentou eficacia superior a 95% no TIL na
concentracdo de 40%. Pertencente a mesma familia, Vitex negundo foi avaliada a partir
da concentracdo 3.000 ppm por Kamaraj et al. (2010), contra larvas de R. (B.)
microplus, evidenciando atividade acaricida moderada (morte de larvas em 24 horas), a
CL50 foi de 611,67 ppm.

Dois extratos de Seshania virgata (Fabaceae) foram avaliados neste estudo, o

extrato do fruto, que obteve eficicia acima de 95% nas concentra¢es de 20 e 40%,
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enguanto que o extrato das folhas e ramos finos da planta obteve esta mesma eficacia
somente na concentragdo de 40%. As sementes do fruto de S. virgata, apresentam como
composto majoritario bioflavonoide (+)-catequina, que possui efeito fitotdxico sobre
plantas e inibe o crescimento de bactérias como a Pseudomonas fluorenses (Simdes et
al. 2008). Este composto pode ser responsavel pela melhor eficacia do extrato do fruto
em relacdo ao extrato de folhas e ramos finos, assim como a agéo antimicrobiana, como
também pode existir outra substancia agindo em sinergismo.

No inicio deste estudo, o isolado de R. (B.) microplus foi submetido ao TIL para
avaliar o nivel de resisténcia a trés classes acaricidas, organofosforado, piretrdide e
amidina. As larvas foram 100% susceptiveis, enquanto que as teledginas apresentaram
resisténcia a piretrdide (deltametrina), associacdo de organofosforado e piretréide
(ethion e cipermetrina), enquanto apresentaram sensibilidade a amidina (amitraz),
associacdao de organofosforado e piretréide (clorpirifés e cipermetrina) e associacdo
entre organofosforados (diclorvés e clorpirifés). Comparando 0s testes com
fitoterapicos aos testes de susceptibilidade aos acaricidas quimicos comerciais, pode-se
afirmar de uma forma geral, que as larvas de R. (B.) microplus apresentaram-se mais
susceptiveis tanto aos acaricidas quimicos quanto aos extratos vegetais. No entanto, ao
analisar a atividade das plantas, levando em consideracdo as concentragdes utilizadas
nos testes de imerséo larval e de adultos, este quadro ndo se repete para todas as
espécies avaliadas. Na concentracdo de 5%, o extrato bruto de A. hirta apresentou
eficacia no TIL de 9,93%, quando utilizado 0 mesmo extrato, na mesma concentracdo
no TIA, a eficacia foi de 57%. Neste caso a larva ndo foi mais sensivel do que o adulto.

Quando comparada a atividade dos extratos de A. hirta, M. latifolia, R.
grandiflora e A. latissima, nas concentragdes 5, 20 e 40%, contra larvas e adultos de R.

(B.) microplus, observou-se maior acdo dos extratos na embriogénese, obtendo-se no
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TIA uma eficacia do extrato superior ao TIL na concentragdo de 5%. Este resultado
contradiz o fato de larvas de R. (B.) microplus serem aparentemente mais susceptiveis
tanto a acaricidas quimicos, quanto a extratos analisados em diversos trabalhos.

Neste trabalho, foi estabelecida a concentragdo de 40% no TIL, isso se deve ao
fato de os compostos secundarios das plantas (ndo essenciais a sobrevivéncia da planta),
serem armazenados em menor quantidade que os compostos primarios (essenciais a
sobrevivéncia da planta) (Balandrin, 1985). Kaplan et al. (1994), ao avaliarem a
diversidade quimica de espécies do Cerrado Brasileiro, observaram que as espécies do
Cerrado possuem grande numero de compostos, mas a quantidade destes compostos é
tdo pequena que, somente por andlise detalhada do perfil fitoquimico poderiam ser
identificados. Uma vez que o objetivo deste trabalho era avaliar a atividade acaricida
presente nas plantas do Pantanal Sul-mato-grossense para futuramente explorar o
composto isolado e ndo a utilizagdo in vivo do extrato bruto a 40%, justifica-se a

avaliagcdo de concentragdes mais elevadas.

5.0 Concluséo

Dezoito extratos apresentam atividade acaricida sobre larvas de R. (B.)
microplus superior a 95% na concentracdo de 40%, sete extratos na concentracdo de
20% e, apenas o extrato de Sebastiana hispida, na concentracdo de 5%. Quatro plantas
apresentaram eficacia inferior a 95% na concentracdo de 40%, Randia armata, Croton
glandulosus, Hippocratea volubilis e Senna obtusifolia. Dos quatro extratos brutos
testados em teledginas, apenas a espécie Angelonia hirta obteve eficacia préximo a 90%

e reduziu a eclodibilidade em 80,7%.
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Quadro 1- Plantas coletadas na regido do Pantanal de Mato Grosso do Sul, utilizadas
no Teste de imersdo larval (TIL) e Teste de imarsdo de adulto (TIA), familias, partes
das plantas coletadas e classes de substéancias ja encontradas na literatura.

Espécie

Aeschynomene denticulata

Angelonia hirta

Aspilia latissima

Caperonia castaneifolia

Centratherum punctatum

Crotalaria micans
Croton glandulosus

Diodia kuntzei

Echinodorus paniculatus

Hippocratea volubilis

Hyptis mutabilis

Lantana canescens

Melanthera latifolia

Ocotea diospyrifolia

Randia armata

Richardia grandiflora

Sebastiana hispida
Sesbania virgata
Senna obtusifolia

Tocoyena formosa

Zanthoxylum rigidum

Familia

Leguminosae
Scrophulariace
Asteraceae
Euphorbiaceae
Asteraceae
Leguminosae
Euphorbiaceae
Rubiaceae
Alismataceae
Hippocrateaceae

Lamiaceae

Verbenaceae
Asteraceae
Lauraceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Euphorbiaceae
Fabaceae
Leguminosae
Rubiaceae

Rutaceae

Nome Popular

Angiquinho

Mirassol; fumeiro

Castanheiro-do-brejo

Balaio-de-velho
Guizo-de-cascavel

Anxuma

Chapéu-de-couro
Cipd borracha

Betbnica-brava

Camara e Cidreira

Canela-preta
Limao-bravo
Trevo-mexicano

Mercurio

Fedegoso
Genipapinho

Mama de cadela

Parte coletada

PA/FL/FR

PA/FL/FR

FO

PA/FL

PA/FL

PA/FL/FR

PA/FL

PT/FL

PAJFL

RF/FO

PA/FL

PAJFL

PAJFL

RF/FO

RF/FO/FR

PAJFL

PA

RF/FO & FR

PA/FL/FR

RF/FO

RF/FO

Abrev.: RF:ramos finos PA: parte aérea (inclui folha, ramo fino e caule); PT: parte total (inclui raiz-
folha-ramos finos); FL: flor; FR: fruto; FO: folha; CAS: casca &: as partes foram coletadas

separadamente.
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Tabelal- Percentual da média de eficacia do Teste de imersdo larval (TIL) em trés
concentracgdes, realizado em triplicata sobre larvas de R. (B.) microplus.

Espécie Parte coletada Concentracdes

5% 20% 40%
Aeschynomene denticulata PA/FL/FR 2 100 100
Angelonia hirta PA/FL/FR 9,93 97,26 100
Aspilia latissima FO & RA 5,84 46,14 97,88
Caperonia castaneifolia PA/FL 15,16 61,45 100
Centratherum punctatum PA/FL 1,74 98,3 100
Crotalaria micans PA/FL/FR 4,7 75 100
Croton glandulosus PA/FL 9,23 12,16 45,97
Diodia kuntzei PT/FL 11,07 88,53 100
Echinodorus paniculatus PAJFL 5,21 100 100
Hippocratea volubilis RF/FO 4 43 84
Hyptis mutabilis PA/FL 5 78 95
Lantana canescens PAJFL 22,27 63,82 99,63
Melanthera latifolia PAJFL 2,93 76,49 100
Ocotea diospyrifolia RF/FO 5 64 98
Randia armata RF/FO/FR 25 28 75
Richardia grandiflora PA/FL 4 39 100
Sebastiana hispida PA 99,11 100 100
Sesbania virgata RF/FO 3,16 46,01 96,52
Sesbania virgata FR 84,26 98,69 100
Senna obtusifolia PA/FL/FR 11 20 40
Tocoyena formosa RF/FO 5 35 95
Zanthoxylum rigidum RF/FO 3 99 100

Abrev.: RF:ramos finos PA: parte aérea (inclui folha, ramo fino e caule); PT: parte total (inclui raiz-
folha-ramos finos); FL: flor; FR: fruto; FO: folha; CAS: casca &: as partes foram coletadas

separadamente.
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Tabela 2- Médias de peso das teledginas de Rhipicephalus (B.) microplus, do peso da
ovipostura, da eclodibilidade e eficiéncia acaricida de extratos brutos de plantas do
Pantanal Sul-mato-grossense no Teste de imarsédo de adultos (T1A). Teste realizado em
duplicata, 10 fémeas por grupo.

Teste de Imersdo de Adulto

Angelonia hirta Melanthera latifolia

Concentracdo %

Média de Eficacia

Concentragdo %

Média de Eficacia

40% 88 40% 73
20% 85 20% 35
10% 77 10% 32
5% 57 5% 17,4
2.50% 40 2.50% 19
1,25% 17 1,25% 17
0,63% 8 0,63% 0
0,31% 6 0,31% 0
Controle + 100 Controle + 100
Controle - 0 Controle - 0

Richardia grandiflora

Concentracdo %

Média de Eficacia

Aspilia latissima

Concentracdo %

Média de Eficacia

40% 63 50% 76
20% 53 25% 52
10% 30 12,50% 23
5% 18 6,25% 27
2.50% 7 3,13% 17
1,25% 8 1,56% 8
0,63% 2 0,78% 15
0,31% 0 0,39% 6
Controle + 100 Controle + 100
Controle - 0 Controle - 0
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Determinacéo da acéo acaricida de fracoes polares e apolares de 20 extratos

hidroalcodlicos de plantas do Pantanal Sul-mato-grossense
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Abstract: During the evaluation of plant extracts it is possible to identify and quantify
the compounds potentially bioactive and analyze then separated. One plant can show
more than one bioactive compound, that can have separately activity or in combination.
Generally the crude extract or essential oil is more activity than the solitary compound
from these. The scientific proof of the use of herbal medicine is required by the variety
plants found in Brazilian biome. For that reason of this study was to determine the
acaricidal action of polar and non-polar fractions of plants in Pantanal sul mato-
grossense. Were evaluated and characterized plant species, Sesbania virgata (leaves and
twigs) and (fruits), Centratherum punctatum, Lantana canescens, Melanthera latifolia,
Polygala molluginifolia, Aeschynomene denticulata, Echinodorus paniculatus,
Caperonia castaneifolia, Crotalaria micans, Senna obtusifolia, Tocoyena formosa,

Zanthoxylum rigidum, Richardia grandiflora, Hyptis mutabilis e Angelonia hirta,


mailto:larissamedvet@hotmail.com

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

71

belonging to the Bank extracts of plant species found in Pantanal- Herbarium CG-MS/
UFMS. Of the forty fractions tested only one polar fraction (R.armata) and four non-
polar fractions (R. grandiflora, H. mutabilis e Z. rigidum) show acaricidal activity
effectively over than 95% on larval of R. (B.) microplus.

Keywords: ox tick, compound bioactive, polyherbal, in vitro.

Resumo: Durante a avaliacdo dos extratos vegetais, é possivel identificar e quantificar
0s compostos possivelmente bioativos e analisd-los separadamente. Uma planta pode
apresentar mais de um composto bioativo, que podem ter atividade separada ou em
associacdao. Geralmente o extrato bruto ou o 6leo essencial € mais ativo do que o
composto isolado a partir destes. A validacdo de fitoterapicos € uma etapa inicial
obrigatdria. A comprovacéo cientifica do uso de fitoterapicos é necessaria mediante a
diversidade de plantas encontradas nos biomas brasileiros. Por isso o objetivo deste
trabalho foi determinar a acdo acaricida de fragdes polares e apolares de plantas do
Pantanal Sul-mato-grossense. Foram avaliadas e caracterizadas as espécies vegetais,
Sesbania virgata (folha e ramos finos) e (fruto), Centratherum punctatum, Lantana
canescens, Melanthera latifélia, Polygala molluginifolia, Aeschynomene denticulata,
Echinodorus paniculatus, Caperonia castaneifolia, Crotalaria micans, Senna
obtusifolia, Tocoyena formosa, Zanthoxylum rigidum, Richardia grandiflora, Hyptis
mutabilis e Angelonia hirta, pertencentes ao Banco de extratos de espécies vegetais
encontradas no Pantanal- Herbario CG-MS/ UFMS. Das 40 fra¢des testadas uma fracao
polar (R. armata) e quatro fracdes apolares (R. grandiflora, H. mutabilis e Z. rigidum)
apresentam atividade acaricida com eficacia média superior a 95% sobre larvas de R.
(B.) microplus.

Palavras-chave: carrapato bovino, composto bioativo, fitoterapico, in vitro
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1.0 Introdugéo

O carrapato do boi, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, dentre todos os
parasitas que acometem bovinos no pais, € 0 que mais causa prejuizo econémico (Grisi
et al. 2002). Alguns fatores relacionados ao parasitismo por R. (B.) microplus s&o
limitantes a pecuéria bovina, como anemia, diminui¢do na resposta imune, supressédo do
apetite e diminuicdo no ganho de peso (Jonsson, 2006), baixa na taxa de conversdo
alimentar e fertilidade (Grisi et al. 2002) e transmissdo de patdgenos (Furlong, 2005).

A pesquisa conduzida com o uso de extratos vegetais, 6leos essenciais e fragdes
ativas de plantas, tem se tornado uma constante na procura de uma substancia com agéo
acaricida (Agnolin et al. 2010) e tornando-se uma importante ferramenta como
alternativa a toda cadeia produtiva bovina (Marinho et al. 2007). Esse tipo de estudo
caracteriza a importancia na legitimacao de novos parasiticidas (Cantrell et al. 2012).

Durante a avaliacdo dos extratos vegetais, é possivel identificar e quantificar os
compostos possivelmente bioativos e analisa-los separadamente (Chagas et al. 2012).
Uma planta pode apresentar mais de um composto bioativo, que podem ter atividade
separada ou em associacdo. Geralmente o extrato bruto ou o éleo essencial é mais ativo
do que o composto isolado a partir destes (Ribeiro et al. 2011). A validacdo de
fitoterapicos é uma etapa inicial obrigatéria (Costa et al. 2002).

De uma mesma planta, 0s compostos extraidos e a sua acdo podem variar
conforme disponibilidade nas diferentes partes dessa planta (Pivoto et al. 2010), como
em caules e folhas (Ribeiro et al. 2011), sementes (Giglioti et al. 2011) e metabdlitos
secundarios extraidos das plantas (D’Alessandro, 2008; Ribeiro et al. 2011). Alguns

compostos em pequenas proporcdes podem impedir a atividade de outros compostos
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bioativos, apresentar sinergismo com substancias que sozinhas nédo produziriam
atividade, ou até mesmo ser a fragdo mais eficaz (Pontes et al. 2007).

Um exemplo disso é o dleo essencial de Calea serrata, que é mais ativo em
comparacdo ao composto isolado Prococeno Il da mesma planta (Ribeiro et al. 2011).
Assim como o extrato bruto pode ser mais ativo do que o composto isolado, também
podem existir diferentes niveis de atividade entre as diferentes partes da planta, ter ou
ndo 0 composto ativo, como no caso da Simarouba versicolor com substéncia acaricida
ativa na raiz da planta enquanto nas flores e folhas essa substéncia € inexistente (Catto
et al. 2009).

Basicamente a extracdo de compostos bioativos de plantas segue um mesmo
padrdo: coleta de matéria-prima, identificacdo boténica, secagem, congelamento,
liofilizacdo, processo de extracdo, analise cromatogréafica, isolamentos de compostos
ativos, purificacdo, fracionamento e avaliagdo da toxicidade (Sahoo et al. 2010).

Para obtencdo do extrato hidroalcodlico podem ser utilizadas varias
metodologias, mas a mais comumente utilizada para a analise quimico-farmacoldgica é
realizada com 50% de agua e 50% de etanol. ), o etanol a 70 % também é muito
utilizado em percolagdes, por ser um o0 um solvente capaz de extrair uma ampla
variedade de compostos (Quan & Turner, 2009).Com este extrato bruto sdo realizados
testes bioldgicos e caso haja atividade positiva, o solvente a ser utilizado é o metanol,
pois este permite a extracdo de mais compostos. Posteriormente é realizada uma
particdo liquido-liquido, com solventes de polaridades crescentes com a finalidade de
uma semi-purificagdo das substancias por meio das polaridades dos solventes utilizados.
As fragcdes obtidas nesta semi-purificacdo devem ser utilizados em testes biologicos e
caso haja atividade positiva deverad passar por procedimentos cromatograficos com o

intuito de isolar e purificar os compostos (Cechinel Filho, 1998).
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A comprovagdo cientifica do uso de fitoterdpicos é extremamente relevante e
necessaria mediante a diversidade de plantas que possuem os biomas brasileiros. Em
virtude dos poucos os estudos realizados no estado de Mato Grosso do Sul, foram
avaliadas no presente trabalho, as fragdes polares e apolares de 20 plantas do Pantanal

Sul-matogrossense.

2.0. Materiais e métodos

2.1. Isolado de R. (B.) microplus

Foi utilizado um isolado de campo resistente a piretrdide (deltametrina) e,
associacdo de organofosforado e piretrdide (ethion e cipermetrina), sensivel a amidina
(amitraz), associacdo de organofosforado e piretroide (clorpirifés e cipermetrina),
associacdo de organofosforado e organofosforado (diclorvos e clorpirifos), oriundo da
Universidade Federal de Uberlandia, cedida pela Embrapa Gado de Corte. Para sua
manutencdo, foram inoculadas 5000 larvas de R. (B.) microplus semanalmente em um
bezerro, que foi previamente desparasitado e permaneceu no setor de isolamento animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

As teledginas foram coletadas principalmente no inicio da manha e final da
tarde, foram lavadas e colocadas com o dorso para baixo em placas de petri e levadas a
uma estufa B.O.D. por 18 dias em 27° C £1 e URA (umidade relativa) de 80%. Apds
este periodo (0,25 gramas de ovos) foram pesados e mantidos também em B.O.D. em
seringas adaptadas, para inoculacdo semanal do isolado.

Todos os procedimentos cumpriram com 0s requisitos da biosseguranca, ética e
bem-estar na pesquisa animal, preconizados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o processo n® 410/2012.
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2.2. Material vegetal e andlise quimica

Foram avaliadas no presente trabalho, fragcdes polares e apolares de 20 plantas
Pantanal Sul-mato-grossense, com o intuito de verificar em qual fracdo se encontra o
composto bioativo. Estas espécies pertencem a 12 familias, Alismataceae (Echinodorus
paniculatus), Asateraceae (Melanthera latifolia e Centratherum punctatum),
Euphorbiaceae (Sebastiana hispida e Caperonia castaneifolia), Fabaceae (Sesbania
virgata - ramos finos e folha; fruto), Hippocrateaceae (Hippocratea volubilis),
Lamiaceae (Hyptis mutabilis), Leguminoseae (Aeschynomene denticulata, Crotalaria
mican e Senna obtusifolia), Rubiaceae (Tocoyena formosa, Richardia grandiflora,
Randia armata e Diodia kuntze), Rutaceae (Zanthoxylum rigidum), Polygalaceae
(Polygala molluginifolia), Scrophulariace (Angelonia hirta) e, Verbenaceae (Lantana
canescens), com autorizagdo de acesso e de remessa de amostra de Componente do
Patrimdnio Genético n° 010457/2010-0.

Os extratos foram obtidos por meio de um extrator de solvente acelerado (ASE)
(DIONEX®) (ASE 150) utilizando nitrogénio como gas pressurizador em células de
cinco e 100 mL, dependendo da quantidade do material vegetal seco. Os extratos
aquosos foram desidratados em um liofilizador (CHRIST®) (Alpha 2-4 LDplus). Os
solventes empregados nas extracGes foram de grau analitico, ou seja, solvente puro
(etanol, acetona e hexano). A extracdo do material vegetal foi realizada por meio dos
métodos descritos a seguir:

e Meétodo Bruto: solvente: etanol/dgua destilada (7:3), 100° C, 1.600 psi, um
ciclo, tempo estatico 5 min, 60 % lavagem, 50 seg de purga.
e Meétodo FAT (Fracédo Apolar): solvente: hexano/acetona (4:1), 125° C, 1.600

psi, trés ciclos, temo estatico 5 min, 100 % lavagem, 60 seg de purga;
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e Meétodo POL (Fracéo Polar): solvente: etanol/agua destilada (7:3), 125° C,

1.600 psi, dois ciclos, tempo estatico 5 min, 80 % lavagem, 60 seg de purga.

Os extratos obtidos por meio dos métodos Bruto e FAT foram concentrados e
secos em evaporador rotativo, obtendo materiais de carater viscoso. O extrato obtido
através do método POL foi concentrado em evaporador rotativo e depois liofilizado,
obtendo um material em pd. Estes foram armazenados em frascos Falcon® identificados
e vedados e mantidos a -20° C. O termo FAT se refere ao extrato apolar extraido com

hexano/acetona 4:1 e POL ao extrato polar extraido com H,O/Etanol 7:3.

2.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV/DAD)

Foi realizada a técnica de CLAE-UV/DAD no extrato apolar da espécie S.
hispida com o intuito de analisar o perfil cromatografico da espécie. A andlise
cromatografica foi realizada em uma coluna C-18, foram monitorados os comprimentos
de onda: 202, 210, 230, 270 e 325 nm. Esta amostra foi diluida em MeOH/H,0 (1:1),
foi obtida a concentracdo de 2 mg/ml, em seguida foram filtradas e o volume de injecao
na coluna (CLAE) foi de 20 pL. Foram selecionados no comprimento de onda de 325

nm, juntamente com os espectros de UV dos picos majoritarios.

2.4. Teste de imersao larval (TIL) - Shaw (1996)

O procedimento com as teledginas ocorreram conforme indicado no item 2.1.
Apobs este periodo (0,025 grama de ovos) foram pesados e mantidos também em B.O.D.
em tubos tipo eppendorf, com capacidade de 2 ml. Este tubo foi adaptado com um furo
na tampa para que houvesse passagem de ar e injecdo dos tratamentos.

As espécies D.kuntzei, S. hispida, H. volubilis e R. armata, foram avaliadas

primeiramente na versdo extrato bruto, e era conhecido seu rendimento em relacdo a
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planta pulverizada. As concentracbes dos extratos polares e apolares destas plantas
variaram de acordo com o enriquecimento destes extratos na extracdo pelos métodos
FAT e POL (métodos de extracdo direta que resulta num extrato concentrado).
Dividindo o valor da concentracdo ativa (40%) no teste preliminar de trés
concentragles, pelo nimero de vezes que o extrato foi enriquecido durante o
fracionamento de polar e apolar, obtinha-se o valor da nova concentracdo tanto para
fragcéo polar quanto apolar.

Com as demais espécies e respectivas fracBes polares e apolares, obtidas
diretamente no extrator sem a realizacdo de extrato bruto, foi realizado TIL utilizando a
concentracdo de 13%, em triplicata. Esta concentracdo foi obtida mediante média de
enriquecimento que houve nos extratos D.kuntzei, S. hispida, H. volubilis e R. armata.
Embora esta concentragdo utilizada igualmente para as duas fragfes, possa favorecer
mais uma fracdo do que outra, pois 0 enriquecimento de cada fracdo assim como para
cada espécie ¢é diferente.

Cinco das fracGes que se destacaram foram submetidas ao TIL com dez
concentracdes seriadas de S. virgata (fruto), E. paniculatus e R. armata foi utilizada a
fracdo apolar, enquanto que de A. hirta e C. micans foi utilizada a fracdo apolar. Estas
fracBes ndo foram as mais eficazes, entretanto, foram as espécies que disponibilizavam
quantidade de extrato suficiente para realizacdo de um novo teste.

O TIL foi realizado em triplicata com uma concentracdo e na fase seguinte em
concentracOes seriadas com os extratos que apresentaram eficacia elevada. Os diluentes
empregados nas avaliagdes in vitro foram determinados pela polaridade e solubilidade
em agua dos extratos brutos. Foram utilizados, etanol a 20%, Tween 80 a 5% e agua

destilada em todas as dilui¢cdes dos 22 extratos.
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Imediatamente ap6s a adicdo de 1 ml de extrato diluido nos tubos de eppendorf
contendo cerca de 500 larvas (0,025 gramas de ovos), o tubo foi fechado e agitado
vigorosamente durante alguns segundos e depois a 20 rpm em mesa agitadora(Marca -
Q225M) durante 10 minutos. Ap6s os 10 minutos de imersdo, as larvas foram colocadas
em envelopes de papel filtro com o auxilio de um pincel, presas com prendedores de
papel e mantidas em 27° C + 1 e URA (umidade relativa) de 80%. Apds 24 horas foram
contadas as larvas vivas e mortas. Para cada teste, foi utilizado um controle positivo
(cipermetrina, diclorvos e citronelal na concentragdo recomendada pelo fabricante) e um
controle negativo (etanol a 20%, tween 80 a 5% e agua destilada).

N&o foi possivel realizar o TIL com dez concentracbes seriadas a todas as
fracbes que obtiveram eficacia elevada, pois seria necessaria uma nova coleta das
plantas para extracdo das fragdes, levando em consideragdo a necessidade de maior
quantidade de planta pulverizada para extracdo da fracdo apolar, a qual possui um
rendimento muito baixo em relacdo a quantidade de pé utilizado. A nova coleta sé seria
possivel nas mesmas condi¢Ges em que foi coletada pela primeira vez, mesma época do

ano e no mesmo local.

2.5. Analise estatistica

Foi avaliado o efeito dos extratos sobre as larvas de R. (B.) microplus. Para o
calculo da eficécia sobre as larvas utilizou-se:

E%= [Média de larvas mortas /( Média de larvas vivas + Média de larvas
mortas)] x 100

Os valores das concentragdes foram transformados logaritimicamente e as
médias de contagens de larvas vivas foram expressas como percentual da frequéncia

(normalizagdo). Foram construidas curvas sigmoides de regressao néo linear da relagdo
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dose x resposta destes dados transformados e normalizados (Y = logY). Utilizando-se
estes valores, foi calculada a concentracdo letal média (CL50) requerida para matar
50% das larvas por meio da seguinte equacao: Y=100(1+10"((Log CE50 — X), em que:
X= logaritmo (base 10) da concentracdo e Y= numero de larvas. Todas as analises

foram realizadas empregando o programa GraphPad Prism.Version 5.03 (GraphPad

Software, San Diego, California,. USA, http://www.graphpad.com). Para avaliar a
qualidade da curva, foi calculado o fator de determinagéo (Rz2).

O critério de avaliacdo dos extratos foi estabelecido, de acordo com as diretrizes
da Associacdo Mundial para o Avanco da Veterindria Parasitologia (WAAVP)
(HOLDSWORTH et al., 2006), para avaliar a eficacia de acaricidas, eficacia superior a

95%.

3.0. Resultados

As eficacias das fracGes polares e apolares, em uma concentracdo, provenientes
de um extrato bruto hidroalcodlico de plantas que apresentaram elevada atividade
acaricida em testes preliminares, estdo apresentadas na Tabela 1.

Diodia kuntzei e Hippocratea volubilis haviam apresentado eficacia no extrato
bruto, porém, quando realizado o fracionamento em extratos polar e apolar, ndao foi
observado efeito acaricida.

Sebastiana hispida e Randia armata apresentaram percentuais de eficacia apenas
nas porc¢oes apolares, 72% e 97%, respectivamente.

As eficacias das fragBGes polares e apolares, obtidas diretamente em extrator sem

a realizacdo de extrato bruto, em uma concentracao, estdo apresentadas na Tabela 2.
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Zanthoxylum rigidum e Hyptis mutabilis, ambas as fracbes apolares,
apresentaram eficacia média de 98%. Quando testados na forma de extrato bruto,
obtiveram eficacia de 100 % e 95% respectivamente na concentracdo de 40%.

Tocoyena formosa apresentou eficacia menor em comparagao ao extrato bruto,
obteve na fragdo polar eficicia de 77%, quando avaliado o extrato bruto da planta, a
eficacia foi de 95%.

Richardia grandiflora também obteve eficacia reduzida em relacdo ao extrato
bruto apresentando 82% de eficacia na fracédo polar.

A planta S.virgata foi avaliada nas fracdes polares e apolares do extrato de seus
frutos e do extrato de ramos finos e folhas. A fracéo eficaz foi a fragdo polar do extrato
de frutos, com 75% de eficacia. Quando avaliado o extrato bruto do fruto dessa espécie,
a eficacia variou de 84,3% a 100% entre as concentragdes de 5% e 40%
respectivamente.

A espécie Centraterum punctatum obteve 100% de eficacia na concentracdo de
40% do extrato bruto, no entanto néo refletiu a mesma eficécia quando fracionada em
polar e apolar. O mesmo ocorreu com as espéecies Lantana canescens e Melanthera
latifolia.

Garcia et al. (2012) utilizaram o 6leo de Tagetes minuta, planta também
pertencente a familia Asteraceae, sobre larvas e adultos de R. (B.) microplus e também
sobre outras espécies de carrapatos, R. sanguineus, Amblyomma cajennense e Argas
miniatus, a eficécia foi superior a 95% na concentracdo de 20% paras todas as espécies
de carrapatos avaliadas.

A espécie Polygala molluginifolia ndo foi avaliada quanto ao extrato bruto, mas

obteve 43% de eficacia concentrada na fracdo apolar. Aeschynomene denticulata obteve
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na fracdo polar 74% de eficacia, reflexo do que foi obtido no teste com extrato bruto,
100% na concentragéo de 40%.

As espécies Echinodorus paniculatus e Caperonia castaneifolia néo
apresentaram eficacia nas fragfes polares e apolares. A espécie Senna obtusifolia ndo
obteve eficécia nas fracGes polar e apolar, bem como no extrato bruto da planta.

Crotalaria micans e Angelonia hirta obtiveram eficacia nas fracbes apolares,
90% e 74% de eficacia respectivamente. Quando avaliados os extratos brutos das
mesmas a eficécia foi de 100% na concentragdo de 40%.

O registro grafico da cromatografia realizada com o extrato polar de S. hispida,
identificou a presenca de fenilpropanoide ¢ flavonol glicosilado.

Foram submetidas ao TIL com dez concentragfes seriadas as fracdes das
plantas, S. virgata (polar), A. hirta (apolar), C. micans (apolar), A. denticulata e R.
armata (polar). As espécies S. virgata, A. hirta, C. micans e A. denticulata, obtiveram
eficacia superior a 95% na concentracdo de 40%, quando avaliadas no TIL em trés
concentragdes, enquanto que a espécie R. armata obteve eficacia inferior a 95% quando
avaliada nas mesmas condicGes, mas demonstrou eficacia superior a 95% quando
avaliada a fracéo polar da planta. Sesbania virgata (fruto) (Fig, 1 e 2) apresentou CL50
8,770, variando entre 7,072 — 10,88 (IC95%), e R? 0,7414. A. denticulata (Fig. 3 e 4)
apresentou CL50 5,946, variando entre 4,977 — 7,102 (IC95%) e R? 8,4. R. armata foi
utilizada a fragdo polar (Fig. 5 e 6), apresentando CL50 17,7, variando entre 8,538 —
36,7 (IC95%) e Rz 0,7182, enquanto que de A. hirta (Fig. 7 e 8) fracdo apolar
apresentou CL50 8,562, variando entre 6,454 —1136 (IC95%) e R? 6 e C. micans (Fig.
9), foi utilizada a fracdo apolar. Estas espécies foram submetidas ao TIL em

concentragdes seriadas, pois apresentavam quantidades suficientes a realizacdo do teste,
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0 gque ndo ocorreu com as demais espécies avaliadas e que obtiveram média de eficacia
igual ou superior a 95%.

A diluicdo do extrato C. castaneifolia, na fracdo polar, ndo puderam ser
contabilizadas as larvas vivas e mortas, pois se encontravam coladas e amontoadas no

pacote de papel filtro.

4.0. Discussao

As plantas avaliadas neste trabalho apresentaram no extrato bruto, maior
atividade acaricida do que o extrato fracionado. De forma semelhante, Chagas et al.
(2012) ao utilizarem geraniol e acido oleico, substancias isoladas de Cymbopogon
martinii (Palmorosa) e Carapa guianensis (Andiroba) respectivamente, ndo obtiveram
efeito significativo sobre larvas e adultos de R. (B.) microplus.

As plantas podem apresentar diferentes metabdlicos secundéarios (Cechinel Filho
& Yunes, 1998), que podem produzir misturas complexas em diferentes proporcdes
(Tarayere et al. 1995) e resultar nas seguintes interacdes: sinérgica aditiva, em que 0
efeito final é igual & soma dos efeitos das duas substancias isoladas; sinérgica
antagdnica, em que uma substancia age contraria a outra; ou sinergismo de potenciacao,
em que o efeito final é maior que a soma dos efeitos individuais das substancias (Wink,
2010),. Estas interagdes poderiam justificar os diferentes resultados de eficécia obtidos
no presente estudo.

Atualmente, os trabalhos que viabilizam a utilizacdo de acaricidas com extratos
vegetais, intensificam suas avaliacfes no extrato bruto particionado, com emprego de
solventes de polaridades crescente em varios extratos de diferentes niveis de polaridade
como hexano, cloroférmio, acetato de etila, n- Butanol e etanol. O presente estudo

objetivou avaliar extratos brutos fracionados em uma fracdo polar e outra apolar, o que
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prejudica a comparacdo com os resultados deste trabalho a outros pelo diferente modo
de obtencéo dos extratos. Embora Arantes et al. (2005) tenham avaliaram extratos de 26
espécies de plantas do cerrado brasileiro, obtidos pelo método de maceragcdo, com 0s
solventes cloroférmio ou diclorometano (extrato apolar), etanol ou metanol (extrato
polar), contra Mycobacterium fortuitum, ,seus resultados concordam com os do presente
estudo, as fragcdes apolares foram as que apresentaram melhor atividade em ambos os
trabalhos.

O emprego de hexano/acetona no presente estudo, na obtencdo do extrato apolar,
se deve a tendéncia mundial do ndo emprego de solventes clorados pela toxicidade e
possivel impacto ambiental (Sonaglio et al., 2010) No extrato apolar deste estudo,
podem ser encontradas substancias como esteroides terpenos, acetofenonas, agliconas,
ceras, sapogeninas, iridoides e sesquiterpenos, substancias altamente lipofilicas;
(Cechinel Filho, 1998; Cantrell et al., 2001; Sonaglio et al., 2010).

Os metabolitos secundarios desempenham o papel de protecdo as plantas e,
algumas destas substancias ja foram descritas na literatura, dentre outros, como 0s
terpenoides (Cantrell et al., 2001) com atividade antimicrobiana e os flavonoides com
atividade antifingica e antimicrobiana (Hamburger & Hostettman, 1991). Muitas destas
substancias apresentam-se em pequena quantidade na planta, chamados de compostos
minoritarios, estes compostos geralmente apresentam os melhores efeitos bioldgicos,
por isso o estudo que viabiliza a analise de fragdes ou de substancias isoladas é de suma
importancia (Cechinel Filho & Yunes, 1998).

Estes compostos minoritarios muitas vezes ndo sdo levados em consideragéo por
estarem em quantidades muito baixas. Neste trabalho foi possivel observar o quéo
relevante sdo as analises de fracGes. A E. paniculatus e a R. armata sdo apenas uma

amostra de como as fragdes podem se comportar de forma diferenciada do extrato bruto,
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ou vice e versa. A E. paniculatus apresentou no extrato bruto média de eficacia de
100% nas concentragdes de 20 e 40%, e quando fracionada essa eficacia caiu para 36%
na fracdo apolar e 31% na fracdo polar. A R. armata apresentou média de eficacia de
75% na concentracdo de 40% no extrato bruto, quando fracionada a eficécia foi de 97%
na fracdo apolar. Mesmo ndo havendo sido realizadas analises cromatogréaficas para
identificacdo de cada composto, interacOes entre as substancias presentes nestas plantas,
tanto com valor aditivo como antagonico podem ser consideradas.

Estas substancias, sejam elas minoritarias ou majoritarias, podem agir de forma a
impedir a atividade de outros compostos bioativos, apresentar sinergismo com
substancias que sozinhas ndo produziriam atividade, ou até mesmo ser a fragdo mais
eficaz (Pontes et al. 2007).

As plantas Z. rigidum e H. mutabilis, mantiveram a eficacia superior a 95%
obtida no TIL com extrato bruto, na fragcdo apolar a eficécia foi de 98% para ambas e na
fracdo polar eficacia de apenas 20% e 18% respectivamente. Neste caso, um ou mais
compostos ativos destes extratos estdo presentes na porcao apolar da planta.

Senna obtusifolia ndo apresentou eficécia superior a 95% no TIL com extrato
bruto e isso refletiu na avaliacdo das fracGes polar e apolar, podendo-se concluir que
esta planta ndo apresenta atividade acaricida sobre R. (B.) microplus.

No presente estudo, os extratos brutos de D. kuntzei, H. volubilis, C. punctatum,
M. latifolia, C. castaneifolia, T. formosa, S. virgata (fruto), A, denticulata, S. hispida,
R.armata, E. paniculatus, R. grandiflora, apresentaram eficacia acima de 95% contra
larvas de R, microplus. Porém, D. kuntzei, H. volubilis, C. punctatum, M. latifolia, C.
castaneifolia ndo apresentaram atividade nas fracoes polares e apolares.

Ribeiro et al. (2008a) avaliaram 0 extrato hexano de partes aéreas de Calea

serrata, planta que pertence a familia Asteraceae, conhecida como Quebra-tudo e rica
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em eupatoriochromene e precoceno Il, e observaram eficacia foi de 80% na
concentracdo de 3,12 mg/mL e 100% na concentragdo de 6,25 mg/mL no teste de
imersdo larval sobre R. (B.) microplus. Desta mesma planta, o precoceno Il isolado
(concentracdo 1,56mg), matou aproximadamente 50% das larvas no TIL (Ribeiro et al.
2011). No presente estudo, M. latifolia e C. punctatum, que também pertencem a
familia Asteraceae, apresentaram eficacia de 100% sobre larvas de R. (B.) microplus, na
concentracdo de 40%, porém, quando fracionadas em porcOes polares e apolares ndo
apresentaram eficacia.

O extrato hexanico de C. serrata foi eficaz contra larvas de R. (B.) microplus,
nas concentragdes 6,25, 3,12 e 1,56 mg/mL (Ribeiro et al 2008%), as concentragdes 1,5,
3 e 6 mg / mL foi eficaz na inibicdo da acetilcolinesterase em larvas e ratos Wistar
(Ribeiro et al. 2012), porém, o precoceno Il obtido deste extrato na concentracdo de
1,56 mg/mL, né&o foi eficaz contra larvas (Ribeiro et al 2011).

Assim como o precoceno Il ndo foi tdo eficaz contra larvas de R. (B.) microplus
depois de isolado, 0 mesmo ocorreu com D. kuntzei, H. volubilis, C. punctatum, M.
latifolia e C. castaneifolia, depois de fracionadas a eficacia ndo foi a mesma do extrato
bruto.

A(s) substancia(s) ativa(s) de T. formosa, S. virgata (fruto) e A. denticulata
encontra-se na fracdo polar destas plantas. Para S. hispida e R. armata, esta (S)
substancia (s) encontra-se na fragdo apolar.

Equinodorus paniculatus apresentou 36% de eficacia na fracdo apolar e 31% de
eficacia na fracdo polar, enquanto o extrato bruto apresentou média de eficacia de 100%
nas concentracdes de 40% e 20%. E necessario estudar a composicdo quimica de cada

fracdo, e avaliar possiveis interagdes entre as substancias presentes em ambas.
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Richardia grandiflora apresentou 100% de eficacia na fracdo apolar e 82% na
fracdo polar. H& substéncias ativas contra R. (B.) microplus, tanto na fracdo polar
quanto na apolar de R. grandiflora, e estas substéncias ainda podem interagir entre si. R.
grandiflora foi a Unica a apresentar eficacia nas duas fragdes.

Dos cinco extratos que apresentaram eficacia superior a 95% na avaliacdo de
fracbes polares e apolares, trés pertencem a familia Rubiaceae, D. kuntzei, R.
grandiflora e R. armata, uma pertence & familia Laminaceae, H. mutabilis e uma a
familia Rutaceae, Z. rigidum.

A familia Rubiaceae possui um alcaloide (emetina) que pode interferir na sintese
ribossomal e induzir apoptose (Moller & Wink, 2007). As saponinnas, triterpenoides e
esteroides também estdo presentes na familia Rubiaceae e podem agir como detergentes,
dissolvendo membranas fosfolipidicas, ocorrendo citotoxicidade, o que faz destas
substancias passiveis de serem utilizadas como antimicrobianos e antiparasitarios
(Wink, 2008). A familia Lamiaceae compartilha de alguns destes mesmos compostos
(Wink, 2012). Por causa disso, € possivel que as espécies de ambas as familias
obtivessem estes resultados mediante a semelhanca fitoquimica entre elas.

Os fenilpropandides encontrados na espécie S. hispida, pela técnica de CLAE-
UV/DAD (cromatografia liquida de alta eficiéncia), estdo presentes em espécies de
varias familias, inclusive em algumas familias de plantas avaliadas neste estudo como
Lamiaceae, Rubiaceae, Verbenaceae, Asteraceae e Lauraceae. Esta substancia possui
caracteristicas antiparasitaria e antimicrobiana, por dissolver membranas, interferindo
na passagem e acdo de proteinas. O flavonol glicosilado € um metabdlito secundario
com propriedades antioxidantes, derivado da quercetina, ndo isento de toxicidade
(Wink, 2008), ainda sem dados quanto atividade acaricida. Novos procedimentos

farmacogndsicos s@o necessarios na elucidacdo quanto aos compostos de S. hispida.
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5.0. Concluséo
A fracgdo polar de R. armata e as fragOes apolares de R. grandiflora, H. mutabilis
e Z. rigidum possuem substéncias de atividade acaricida, com eficacia média superior a

95% sobre larvas de R. (B.) microplus.
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Tabela 1- Resultados da média da eficAcia do Teste de imersdo larval (TIL) com
fracdes polares e apolares das plantas D. kuntzei, S. hispida, H. volubilis e R. armata,
apos enriquecimento do extrato bruto sobre larvas de R. (B.) microplus.

Espécies Fracdo Apolar Eficéacia Fracdo Polar Eficéacia
Concentracédo média Concentracdo Média
% %
Diodia kuntzei 5% 4 12,5% 8
Hippocratea volubilis 9,1% 15 27,3% 10
Sebastiana hispida 4,7% 28 24% 72
Randia armata 4,3% 15 30,8% 97

Concentracdes obtidas de acordo com o enriquecimento de cada extrato (concentracdo de 40% dividida
pelo nimero de vezes que a fracdo foi enriquecida na nova extracdo). Testes realizados com uma
concentragdo e em triplicata



92

Tabela 2- Resultados de média de eficicia do Teste de imersdo larval (TIL) com
fracdes polares e apolares extraidas de plantas pulverizadas diretamente em extrator de
solvente acelerado (DIONEX®) (ASE 150) na concentrado de 13%%, sobre R. (B.)
microplus.

Fragdo Apolar Média % Eficacia Média % Eficacia
Fracdo Apolar Fracdo Polar

Aeschynomene denticulata 29 74
Angelonia hirta 74 1
Caperonia castaneifolia 1 -
Centratherum punctatum 7 4
Crotalaria micans 90

Echinodorus paniculatus 36 31
Hyptis mutabilis 98 18
Lantana canescens 26 1
Melanthera latifolia 4 20
Polygala molluginifolia 43 7
Richardia grandiflora 100 82
Sesbania virgata RF/FO 11 17
Sesbania virgata FR 12 75
Senna obtusifolia 8 5
Tocoyena formosa 35 77
Zanthoxylum rigidum 98 20

A concentracdo de 13% para estas fracOes foi determinada por meio de calculo de médias de
enriquecimentos de fracBes polares e apolares das plantas que primeiramente obtiveram extratos brutos
(D. kuntzei, S. hispida, H. volubilis e R. armata). Os testes foram realizados em triplicata.
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Figura 1- Teste de imersdo larval (TIL) com fracdo polar do fruto da planta S. virgata

sobre R. (B.) microplus.
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Figura 2- Curva dose X resposta do extrato polar de S. virgata sobre larvas de R. (B.) microplus em 10

diferentes concentrac@es entre 15% e 0,029%.
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Figura 3- Teste de imersdo larval (TIL) com fracdo polar do fruto da planta A.

denticulata sobre R. (B.) microplus.
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Figura 4- Curva dose X resposta do extrato polar de A. denticulata sobre larvas de R. (B.) microplus em
10 diferentes concentracdes entre 15% e 0,029%.
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Figura 5- Teste de imerséo larval (TIL) com fracdo polar do fruto da planta R. armata
sobre R. (B.) microplus.
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Figura 6- Curva dose X resposta da fracdo polar da R. armata contra R. (B.) microplus em 10 diferentes
concentragdes entre 30,8% e 0,060%.
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Figura 7- Teste de imersdo larval (TIL) com fragdo apolar do fruto da planta A. hirta
sobre R. (B.) micoplus.

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00 -
40,00 -~
30,00 -
20,00 -
10,00 -

0,00 -

Eficacia %

Concentragoes




100

150~
. * * * CL50 8,562
X100 —’
Y . * . . . 1C95% ( 6,454 11, 36)
S . P *
S 50- R26
(73] .
>
c 04
.| .
-50 . T T .
-2 X 0 1 2

Concentragéao (log)

Figura8- Curva dose X resposta do extrato apolar de A. hirta contra R. (B.) microplus em 10 diferentes
concentragdes entre 30,8% e 0,240%.
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Figura 9- Teste de imers&o larval (TIL) com frac&o apolar do fruto da planta C. micans
sobre R. (B.) microplus.
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Abstract: The aim of this study was to evaluate the in vitro acaricidal activity of
Tabebuia aurea, T. serratifolia e T. rosea against larvae and adults of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus beyond the fractionation and characterization of active fraction.
Was performed the larval immersion test (TIL) in three different concentrations (70%,
40% and 20%) for T. aurea and T. serratifolia and 40%, 20% and 5% for T. rosea. The
three species have high average effectiveness. T. aurea showed 96.92% mortality of
larvae in the higher concentration, T. serratifolia average efficiency of 90% in the
lowest concentration and 100% in the highest concentration, The T. rosea average
efficiency was 99% in the highest concentration used. After set acaricidal activity by
TIL with three concentrations, the concentrated extract of T. aurea and the crude hydro
alcoholic T. serratifolia, were submitted to TIL in serial concentrations to obtain an X
dose response curve. The most manipulated species and which received better emphasis

in this work was T.serratifolia because was the specie that present better results even if
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lowest concentrations (LC50 7,07%). With the crude hydro alcoholic extract of this
plant, we performed a partition, getting a hexane extract fractioned into classical column
chromatography, the fractions were submitted to TIL and hexane fraction obtained the
higher efficacy. From this result a crude hexane extract of T.serratifolia, was obtained
by direct extraction in acelerator solvent extractor a partition was performed using
solvents of increasing polarity and these fractions were tested using a concentration of
TIL with ethyl acetate fraction and had an average efficiency of 100%, characterizing
the presence of the bioactive compound from the less polar compounds from the plant.
Were used in the adult immersion test the crude extract of T.serratifolia and hexane
fraction obtained from the same extract, The T.serratifolia showed average efficiency
of 96% with the crude extract (in concentration of 40%) and 82% with hexane fraction
(in concentration of 5%).

Keywords: Bignoniaceae, ox tick, herbal medicine, bioactive substances

Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade acaricida in vitro de Tabebuia
aurea, T. serratifolia e T. rosea contra larvas e adultos de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, além do fracionamento e caracterizagao da fracdo ativa. Foi realizado o teste
de imersdo larval (TIL) em trés diferentes concentragdes (70%, 40% e 20%) para T.
aurea ¢ T. serratifolia e 40%, 20% e 5% para T. rosea. As trés espécies apresentam
eficacia média elevada. 7. aurea apresentou 96,92% de mortalidade de larvas na maior
concentracdo, 7. serratifolia eficacia média de 90% na menor concentragao ¢ 100% na
maior concentracao, 7. rosea eficacia média de 99% na maior concentracao utilizada.
Apos definicdo de atividade acaricida pelo TIL com trés concentragdes, o extrato
concentrado da 7. aurea e o extrato bruto hidro alcodlico da T. serratifolia, foram

submetidos ao TIL em concentracdes seriadas para obtengcdo de uma curva dose x
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resposta. A espécie mais manipulada e a qual recebeu maior destaque no presente
trabalho foi a T. serratifolia, pois foi a espécie que apresentou melhores resultados
mesmo em concentragdes muito baixas (CL50 7,07%). Com o extrato bruto hidro
alcodlico desta planta, foi realizada uma particdo, obtendo um extrato hexanico,
fracionado em cromatografia em coluna cléssica, as fragdes obtidas foram submetidas
ao TIL e a fracdo hexanica foi a que obteve eficicia mais elevada. A partir deste
resultado um extrato hexanico bruto da 7. serratifolia, foi obtido por meio de extracao
direta em extrator de solvente acerelerado, foi realizada uma parti¢do utilizando os
solventes de polaridade crescente e estas fragdes foram testadas por meio do TIL com
uma concentracdo ¢ a fracdo acetato de etila apresentou média de eficacia de 100%,
caracterizando a presenga do composto bioativo dentre os compostos apolares da planta.
Foram utilizados no teste de imersdo de adultos o extrato bruto de 7. serratifolia e a
fragdo hexanica obtida do mesmo extrato. A 7. serratifolia apresentou média de eficacia
de 96% com o extrato bruto (concentracdo de 40%) e 82% com a fracdo hexanica
(concentragao de 5%)).

Palavras-chave: Bignoniaceae, carrapato do boi, fitoterapicos, substancias bioativas

1.0 Introducéo

Sao poucos os estudos conduzidos no estado de Mato Grosso do Sul, referente a
catalogacdo e caracterizacdo de espécies com potencial interesse farmacéutico (Neto &
Morais, 2003).

A familia Bignoniaceae é uma familia com grande potencial medicinal, muito
utilizada na medicina tradicional popular; no Brasil, sdo encontrados 33 géneros e cerca

de 350 espécies, sendo 33 delas raras (Souza & Lorenzi, 2008; Lohmann & Silva-
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Castro, 2009) e seu potencial como fitoterapico tem sido objeto de estudo de muitos
pesquisadores (Jorge, 2000).

O género Tabebuia, um dos simbolos do estado de Mato Grosso do Sul,
pertencente a familia Bignoniaceae, compreende vérias espécies de Tabebuia. Sua
floragdo ocorre anualmente, durante os meses de agosto a novembro, com a planta
totalmente despida de folhagem. As espécies deste género ocorrem em terrenos bem
drenados no Cerrado e, em agrupamentos quase homogéneos em solos muito Umidos ou
até alagados no Pantanal (Soares et al. 2006).

O lapachol é um principio ativo presente na casca do caule da Tabebuia
serratifolia (Ipé-amarelo, Ipé-do-cerrado, Pau-d’arco-amarelo) (Matos, 2000; Ferreira et
al. 2004), espécie arbdrea que atinge de 5-25m de altura, possui interesse econémico
madeireiro, ornamental e medicinal (Dousseau et al. 2008). Outras espécies de Tabebuia
possuem na casca e no cerne do caule quantidades variaveis de lapachol e de outras
substancias (Ferreira et al. 2004). O lapachol é denominado agente antimalérico,
esquistossomicida, antiviral, antinflamatorio e anticancer (Oliveira et al. 1990; Fonseca
et al. 2003), presente também em outras plantas da familia Bignoniaceae (Ferreria et al.
2004).

As espécies de Tabebuia diferem entre si, T. aurea apresenta tronco tortuoso e, é
de ocorréncia na Regido Amazonica e Nordeste até Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul, T.
caraiba é uma espécie arborea de 12-20m de altura com tronco tortuoso, além do Mato
Grosso do Sul, ocorre também em S&o Paulo, na Regido Amazobnica e Nordeste
(Guerbas Neto, 2003; Ferreira et al. 2004). A entrecasca de T. aurea, apresenta 17
compostos distribuidos em quatro classes quimicas, terpenos, flavonoides, esteroides e
irirdoides (Guerbas Neto, 2003). A T. caraiba, tambem conhecida como Ipé e Caraiba

(Ferreria et al. 2004), possui dentre seus compostos quimicos os triterpenos e 0S
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iridoides. Da casca do caule, folhas e cerne da T. aurea (Paratudo, Pau-d’arco, Ipé),
foram isoladas, além das substancias triterpenos e iridoides, também substancias
esteroides e flavonoides (Guerbas Neto, 2003). E ainda ha outras espécies do género
Tabebuia, possuidoras de atividade bactericida, fungicida, entre outras (Dousseau et al.
2008).

A flora do Cerrado é rica e diversificada, bem como todo o bioma Cerrado e,
poucos estudos sdo direcionados a identificacdo e caracterizacdo quimica desta flora de
grande potencial bioativo (Gottlieb & Borin, 1994). De acordo com Gottlieb et al.
(1996), menos de 1% da flora brasileira € conhecida quimicamente. Em busca de novas
abordagens para o controle de carrapatos, as pesquisas com recursos naturais como
extratos de plantas tornam-se uma importante ferramenta como alternativa a cadeia
produtiva bovina. Por meio de metodologias adequadas aliadas ao uso de fitoterapicos,
novas formulagdes farmacéuticas poderdo ser promovidas (Marinho et al. 2007).

Os fitoterapicos podem ser preparados a partir de extratos brutos de plantas,
substancias isoladas, fracOes obtidas por meio destes extratos brutos (Klein et al., 2009)
e, por meio de processos fitoquimicos é possivel identificar as substancias bioativas dos
extratos naturais, até mesmo isolar cada constituinte. Esses processos fitoquimicos
garantem eficiéncia de forma segura (Han et al., 2007), sdo testes de triagem,
qualitativos ou semiquantitativos, que utilizam reagentes de deteccdo especificos para
evidenciar a presenca de grupos funcionais caracteristicos na matéria-prima vegetal e
que auxiliam na identificacdo da espécie vegetal e a diferenciacdo de outras espécies
(RDC n°14, 2010).

As caracteristicas quimicas destes constituintes variam entre diferentes espécies.
Os mesmos extratos de plantas podem variar dependendo da colheita, da origem

vegetal, do processo de secagem e de outros fatores como partes da planta a serem
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utilizadas (Ribeiro et al. 2010; Pivoto et al. 2010; Giglioti et al. 2011). Por meio de
técnicas utilizando cromatografia liquida de alto desempenho, pode-se analisar o perfil
de extratos de plantas, identificar e avaliar a composi¢do quimica das mesmas (Alves,
2005).

Quando o extrato bruto é semi-purificado utilizando solventes de polaridade
crescentes como hexano, diclorometano, metanol, acetona, acetato de etila e butanol, os
respectivos extratos obtidos possuem possiveis constituintes de acordo com a polaridade
do solvente (Cechinel Filho, 1998). No extrato hexano podem ser encontradas
substancias como esteroides terpenos e acetofenonas, substancias altamente lipofilicas.
No extrato de diclorometano podem ser encontradas substancias como ligninas,
flavonoides metoxilados, sesquiterpenos, lactonas, triterpenos, cumarinas e alcaldides
na forma livre, substancias lipofilicas. Nos extratos metanol e acetona ocorre extracéo
de agliconas, ceras, sapogeninas, iriddides e sesquiterpenos, substancias misciveis com
agua. No extrato acetato de etila podem ser encontradas substancias como taninos,
xantonas, acidos triterpenos, iridéides, saponinas e compostos fendlicos em geral. No
extrato de butanol podem ser encontradas substancias como flavonoides glicolisados,
taninos, saponinas e carboidratos (Cechinel Filho, 1998; Sonaglio et al., 2010).

Apo6s testes bioldgicos, o extrato selecionado é submetido a técnica de
cromatografia em coluna aberta com silica gel, novamente as fracdes sdo avaliadas por
meio de cromatografia de camada delgada. O isolamento dos compostos bioativos
acontece apo6s esta fase, quando as fracGes sdo analisadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia. A identificacdo e quantificacdo desses compostos ocorrem com a
utilizacdo da cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometro de massa e a
identificagdo da estrutura molecular das substancias naturais ocorre por meio do uso da

ressonancia magnética (Cechinel Filho, 1998).
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Rosado-Aguilar et al. (2010), demonstraram eficacia de extratos vegetais em
isolados resistentes a organofosforados, amidinas e piretrdides de 93,6%, por meio de
particdes do extrato bruto de Petiveria alliacea (raiz-de-guiné), geraram fracdes semi-
purificadas, a fim de avaliar o perfil metabdlico de extratos. A fracdo hexanica na
concentracdo de 10% obteve maior eficacia contra larvas de R. (B.) microplus (Teste de
imersdo larval), com esse resultado e levando em consideracdo a utilizagdo de solventes
de polaridade crescente na coluna cromatogréfica, foi possivel identificar que a acdo
carrapaticida esta presente entre os compostos apolares da planta.

Este tipo de pesquisa com produtos naturais faz parte de uma area em
crescimento constante e de extrema relevancia e vém buscando cada vez mais a
possibilidade de uma formulacdo que possa vir a ser distribuida comercialmente de
forma segura e eficiente (Chagas et al. 2011). Uma formulagdo com base em produtos
naturais necessita destas metodologias para garantir a descoberta de ativos naturais
(Newman & Cragg, 2012). A comprovacdo cientifica do uso de fitoterapicos €
extremamente relevante e necessaria mediante a diversidade de plantas que os biomas
brasileiros possuem.

O presente estudo teve como objetivo, avaliar a atividade acaricida in vitro de
Tabebuia aurea, T. rosea e T. serratifolia contra larvas e adultos de Rhipicephalus

(Boophilus) microplus, além do fracionamento e caracterizacdo da fracéo ativa.

2.0. Materiais e métodos
2.1. Isolado de R. (B.) microplus

Foi utilizado um isolado de campo resistente a piretréide (deltametrina) e,
associacdo de organofosforado e piretroide (ethion e cipermetrina), sensivel a amidina

(amitraz), associacdo de organofosforado e piretroide (clorpirifés e cipermetrina),
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associacao de organofosforado e organofosforado (diclorvos e clorpirifés), oriundo da
Universidade Federal de Uberléndia, cedida pela Embrapa Gado de Corte. Para sua
manutencdo, foram inoculadas 5000 larvas de R. (B.) microplus semanalmente em um
bezerro, que foi previamente desparasitado e permaneceu no setor de isolamento animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

As teledginas foram coletas principalmente no inicio da manha e final da tarde,
foram lavadas e colocadas com o dorso para baixo em placas de petri e levadas a uma
estufa B.O.D. por 18 dias em 27° C £1 e UR (umidade relativa) de 80%. Apoés este
periodo (0,25 gramas de ovos) foram pesados e mantidos também em B.O.D. em
seringas adaptadas (com a ponta cortada), para inoculacdo semanal do isolado.

Todos os procedimentos cumpriram com 0s requisitos da biosseguranca, ética e
bem-estar na pesquisa animal, preconizados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o processo n° 410/2012.

2.2. Material vegetal e analise quimica

Foram coletadas diferentes partes de trés espécies, T. aurea (entrecasca), T.
serratifolia (flor) e T. rosea (flor), do bioma de cerrado. Foi coletada a entrecasca do
caule (rica em terpenos, flavonoides, esterdides e iridoides) de individuos da espécie T.
aurea, distribuidos em um paratudal localizado na sub-regido do Pantanal, Miranda-
Abobral, Mato Grosso do Sul - na Fazenda Séo Bento (19°34'7"'S; 57°1'15"0), préximo
a Base de Estudos do Pantanal da UFMS (BEP/UFMS). As espécies T. serratifolia e T.
rosea foram coletadas na Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), area de Cerrado situada em
Campo Grande, MS (20°27’S; 54°37°W). Essas espécies foram identificadas pelo
Herbario CG-MS/ UFMS, com autorizacdo de acesso e de remessa de amostra de

Componente do Patrimdnio Genético n° 010457/2010-0.
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O meétodo de extracdo para obtencdo de extratos enriquecidos de especiosideos
iridoides glicosilados, como é o caso da T. aurea, foi determinado com base na
metodologia proposta por Vergosa (2011). O extrato foi obtido utilizando as proporcoes
de 100g da droga vegetal (casca) em 400 mL de agua quente em banho-maria, em
seguida adicinados 400 ml de etanol e extraido em ultrassom, por 30 minutos. Depois
de filtrada a solucdo, o residuo de droga vegetal foi extraido novamente em ultrassom,
por 30 minutos, com 800 mL de etanol/agua 1:1 (v/v), seguido de filtracdo. Este
procedimento foi realizado duas vezes. O filtrado obtido foi concentrado em rota-
evaporador, dando origem ao extrato bruto de T. aurea. Em seguida, parte deste extrato
foi submetida a particdo com 160 ml de acetato de etila: metanol 85:15 (v/v), repetindo-
se 0 procedimento até exaustdo da fase aquosa, entorno de 6 vezes. A fase organica foi
transferida para outro funil de separacdo e lavada com 20 ml de &gua, em seguida
adicionado sulfato de sodio anidro para eliminar os resquicios aquosos na frag&o.
Depois de filtrada, a fase organica foi concentrada em rota-evaporador e armazenada em
dessecador para total eliminacdo do solvente, o resultado € um extrato concentrado de T.
aurea.

A extracdo das flores de T. rosea foi realizada em extrator de fluido pressurizado
(ASE) (DIONEX®) (ASE 150), utilizando nitrogénio como gas pressurizador em
células de cinco e 100 ml, dependendo da quantidade do material vegetal seco. O
método bruto utilizado no extrator foi o seguinte:

Solvente: etanol/agua destilada (7:3), 100° C, 1.600 psi, um ciclo, tempo estatico 5 min,
60 % lavagem, 50 seg de purga.

O extrato aquoso de T. rosea foi desidratado em um liofilizador (CHRIST®)

(Alpha 2-4 LDplus), concentrado e seco em evaporador rotativo, obtendo material de

carater viscoso.
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As flores de T. serratifolia foram secas em estufa a 40° C, pulverizadas em um
moinho de facas (MARCONI®) com padronizagdo do tamanho da particula de 20
Mesh, resultando em 488,30g. Foi realizada uma extragdo pelo método de percolagdo
utilizando 400g de droga vegetal, alcool 70%, 20 gotas por minuto por 65 horas,
resultando em 2,5 litros de extrato hidroalcodlico, sendo rotaevaporado em uma
temperatura de aproximadamente 50°C tendo o peso final de 102,34 gramas

(rendimento de 25,59%).

2.3. Isolamento e purificacdo dos compostos

Para obtencdo de uma fracdo de T. aurea enriquecida em iridoides, realizou-se
purificacdo do extrato em coluna cromatografica, na qual 600g da resina Amberlite
XAD-2 (poliestireno-divinil-benzeno), ambientada com metanol por 15 minutos, em
seguida foi utilizada &gua durante 10 minutos, foram adicionados a coluna, juntamente
com 2 litros de agua a um fluxo de 1 ml/segundo. Acrescentou-se 30g do extrato
solubilizado em 10 ml de &gua, eluido com mais 3 litros de &gua, assim que 0S
primeiros compostos foram coletados, a um fluxo de 50 ml/min, sendo esta fracdo (F1)
descartada. Em seguida, a amostra foi eluida com 1 litro de etanol e a fracdo obtida
(F2), rica em iridoides, foi recolhida e armazenada.

A fracdo (F2) obtida foi submetida & cromatografia em camada delgada de
escala preparativa. A amostra foi solubilizada em metanol e aplicada nas
cromatoplacas. Depois de eluidas as placas foram reveladas no UV (270-370 nm). A
placa foi raspada para retirar 0 composto impregnado na silica coletada, esta foi
colocada em um erlenmeyer e solubilizada em metanol, sob ultrasom por 10 minutos. A
solugdo foi filtrada e concentrada em rota-evaporador. A fracdo (F3) obtida foi

armazenada em dessecador para eliminacéo de resquicios de solvente presente.
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Com 70 gramas do extrato hidroalcodlico de T. serratifolia, foi feito uma
particdo obtendo um extrato hexanico. Este extrato hexanico foi fracionado em uma
cromatografia em coluna classica, na qual foram utilizados 1,23 gramas da fracdo, 150
gramas de silica-gel e solventes com concentragBes crescentes de acordo com o
aumento da polaridade: hexano, cloroférmio, acetato de etila, n- Butanol e etanol.

Foi obtido um extrato hexanico bruto da T. serratifolia, por meio de extragéo
direta em extrator utilizando hexano 8:2 acetona. Com este extrato hexanico foi
realizada uma particdo utilizando os solventes Hexano 100%, Hexano 8:2 cloroformio,

Hexano 2: 8 Cloroformio, Cloroformio 100%, Acetato de etila 100%, Metanol 100%.

2.4 . Teste de imersdo larval (TIL) - Shaw (1996)

O TIL foi realizado em trés diferentes concentracdes (70%, 40% e 20%) para T.
aurea e T. serratifolia e 40%, 20% e 5% para T. rosea baseado em estudo anterior
(dados ndo publicados). Os testes foram realizados em triplicata, utilizando a técnica de
Shaw (1996) com modificaces.

O procedimento com as teledginas ocorreram de acordo ao item 2.1. Apo0s este
periodo (0,025 grama de ovos) foram pesados e mantidos também em B.O.D. em tubos
tipo eppendorf, com capacidade de 2 ml. Este tubo foi adaptado com um furo na tampa
para que houvesse passagem de ar e injecdo dos tratamentos.

O diluente empregado nas avaliacdes in vitro de T. aurea e T. serratifolia foi a
agua destilada, para T. rosea foram utilizados etanol a 20%, Tween 80 a 5% e agua
destilada.

Imediatamente apds a adi¢do de 1 ml de extrato diluido nos tubos tipo eppendorf
contendo cerca de 500 larvas (0,025 gramas de ovos), o tubo foi fechado e agitado
vigorosamente durante alguns segundos e depois a 20 rpm em mesa agitadora (Mesa

Agitadora Microprocessada - Q225M) durante 10 minutos. Apds os 10 minutos de
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imersdo, as larvas foram colocadas em envelopes de papel filtro com o auxilio de um
pincel, presas com prendedores de papel e mantidas em 27° C + 1 e UR (umidade
relativa) de 80%. Apos 24 horas, foram contadas as larvas vivas e mortas. Para cada
extrato, foram utilizados um controle positivo (cipermetrina, diclorvos e citronelal na
concentracdo recomendada pelo fabricante) e um controle negativo (etanol a 20%,
Tween 80 a 5% e agua destilada).

Ap06s definicdo de atividade acaricida pelo TIL com trés concentra¢des, na qual
foi definida a presenca ou auséncia de atividade acaricida nos extratos, o extrato
concentrado da T. aurea e o extrato bruto hidro alcodlico da T. serratifolia obtido pelo
método de percolacdo, extracdo exaustiva do principio ativo, foram submetidos ao TIL
em concentragdes seriadas para obten¢do de uma curva dose x resposta.

Determinada a curva dose x resposta do extrato bruto hidro alcodlico da T.
serratifolia, foi realizada uma particdo, obtendo um extrato hexanico, que fracionado
em uma cromatografia em coluna cléssica, foi obtida as fragBes hexano, cloroférmio,
acetato de etila, n- Butanol e etanol/ &gua. Estas fragcGes foram submetidas ao TIL com
uma concentracgdo, variando de acordo com o quanto cada fracdo foi concentrada em
relagdo ao extrato bruto, realizado em triplicata com controle positivo e negativo.

Apo6s a analise do perfil cromatografico, um extrato hexanico bruto da T.
serratifolia, foi obtido por meio de extracdo direta em extrator, e as fracOes obtidas
foram testadas por meio do TIL com uma concentracdo em triplicata com controle em
ambos os testes de parti¢cbes da T. serratifolia foi utilizado um controle positivo e um

negativo.

2.5. Teste de imersdo de adulto (TIA) - Drumond et al. (1973)
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Foram utilizados no TIA (Drumond et al. 1973), o extrato bruto da planta, T.
serratifolia e a fragdo hexanica obtida do mesmo extrato.

Os testes foram realizados em duplicata (10 fémeas por grupo,
N=20/concentracdo) para o estudo do efeito de diferentes concentracbes sobre a
mortalidade e os aspectos reprodutivos das fémeas. As teledginas foram distribuidas
entre as repeti¢Oes de forma homogénea (de acordo com o peso). Foram testadas entre
quatro e oito dilui¢bes, dependendo da disponibilidade de fémeas. Foi utilizado um
grupo controle positivo (cipermetrina, diclorvés e citronelal) e um negativo (&gua

destilada, etanol 20% e tween 80 5%).

2.6. Andlise estatistica

Para o célculo da eficécia sobre as larvas utilizou-se:

E%= [Média de larvas mortas /(Média de larvas vivas + Média de larvas
mortas)] x 100

Os valores das concentracdes foram transformados logaritimicamente e as
médias de contagens de larvas foram expressas como percentual da frequéncia
(normalizagdo). Foram construidas curvas sigmoides de regressdo néo linear da relacéo
dose x resposta destes dados transformados e normalizados. (Y = logY), empregando o
programa GraphPad Prism.Version 5.03 (GraphPad Software, San Diego, California.

USA, http://www.graphpad.com).

O critério de avaliacdo dos extratos foi estabelecido, de acordo com as diretrizes
da Associagdo Mundial para o Avanco da Veterinria Parasitologia (WAAVP)
(HOLDSWORTH et al., 2006), para avaliar a eficicia de acaricidas, eficacia superior a

95%.
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Para avaliar a qualidade da curva, foi calculado o fator de determinagéo (R2). Foi
avaliado o efeito dos extratos sobre as larvas e adultos de R. (B.) microplus. A eficiéncia
reprodutiva (ER) e o indice de eficicia (IE) do extrato vegetal foram calculados
segundo Drummond et al. (1973):

ER = (Peso da massa de ovos/ Peso da massa de fémeas) x % ecloséo x 20.000

IE = [(ER do grupo controle - ER do grupo tratado)/ ER do grupo controle] x

100

3.0. Resultados

Os resultados dos testes de imerséo larval com trés concentragcdes estdo
representados na Tabela 1. T. aurea obteve eficacia superior a 95% somente na
concentracdo de 70%, T. serratifolia obteve a mesma eficacia na concentracdo de 40%
e, T. rosea obteve eficicia superior a 95% somente na concentragdo de 40%.

Apo6s definicdo de atividade acaricida pelo TIL, foi obtida a curva dose x
resposta do extrato concentrado de T. aurea (Fig. 1; Fig. 2), o CI50 foi de 33,41
(1C95% entre 28,05 e 39,79) e 0 R2 0,7591. Para o extrato bruto hidroalcodlico da T.
serratifolia (Fig. 3; Fig.4), o CL50 foi de 7,07 (IC95% entre 5,975 e 8,375) e 0 R?
0,9542. Mesmo em concentragado tao baixa, 0,07%, o extrato bruto hidroalcéolico da 7.
serratifolia conseguiu 50% de mortalidade de larvas. Apds 0 fracionamento em uma
cromatografia em coluna classica do extrato hexéanico, foram obtidas as fragdes,
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. Estas fracGes foram submetidas ao TIL
com uma concentracdo e a fracdo hexanica foi a de maior eficacia com 69% de

mortalidade de larvas (Fig. 5).
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Das fragOes do extrato bruto hexénico, avaliadas por meio do TIL, a fragéo
acetato de etila apresentou eficécia contra larvas. As porcentagens de eficacia estdo
representadas na Figura 6.

Os resultados obtidos no TIA com extrato bruto de T. serratifolia e a fragéo
hexanica obtida do extrato bruto da T. serratifolia estdo apresentados na Tabela 2. A
acdo do extrato bruto sobre teledginas resultou em 40% de mortalidade, reduziu a
eclodibilidade dos ovos em 90,5%, com eficacia média de 96%. O efeito da fracdo
hexanica sobre teledginas resultou na morte 25% das fémeas, a eclodibilidade dos ovos
foi de 25,65% e a eficacia média de 82% com a fracdo mais apolar de T. serratifolia na
concentragdo de 5%. A fracdo acetato de etila resultou em 70% de mortalidade na
concentracdo de 5%, eclodibilidade de 8,45% e média de eficicia de 99%.

A amostra de T. aurea solubilizada em metanol e aplicada nas cromatoplacas,
revelou no UV (270-370 nm) uma faixa azul clara visivel, essa faixa é correspondente

ao composto iridoide.

4.0. Discusséo

Este trabalho teve como objetivo a busca de novas moléculas com atividade
acaricida, a partir de extratos obtidos de plantas do género Tabebuia, pertencente ao
Cerrado do Mato Grosso do Sul. As espécies T. aurea, T. rosea e T. serratifolia foram
avaliadas pela primeira vez quanto atividade acaricida. Entre as trés espécies, a de
melhores resultados foi a T. serratifolia, a qual foi particionada por dois métodos
distintos e apresentou resultados de eficicia elevada mesmo apos a particéo.

As plantas do género Tabebuia pertencem ao Cerrado, bioma onde ocorre maior
diversidade taxonomica quando comparado a Amazonia, 0 que implica em maior

distanciamento filogenético entre as espécies e consequente diversidade quimica
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(Gottieb & Borim, 1994). Segundo Kaplan et al. (1994), as espécies do Cerrado
possuem uma grande variedade de compostos presentes em baixa quantidade, diferente
das espécies da Mata Atlantica, que dispdem de pouca variedade de compostos mas em
grande quantidade. Por estas caracteristicas pertinentes ao Cerrado, neste trabalho foram
utilizadas altas concentragdes no extrato bruto de T. aurea, T. rosea e T. serratifolia.

Tabebuia aurea e T. rosea apresentaram no TIL em trés concentra¢des, média de
eficacia superior a 95% somente na maior concentracdo avaliada, 70% e 40%,
respectivamente, enquanto que T. serratifolia apresentou eficicia superior a 95% nas
concentragdes de 70% e 40% e, de 90% na concentracdo de 20%. Por isso, a T.
serratifolia foi escolhida para ser fracionada e reavaliada. Além disso, o extrato bruto
(concentrado) de T. aurea apresentou CL50 de 33,41 contra larvas de R. (B.) microplus,
enquanto T. serrtifolia (bruto) apresentou CL50 de 7,07, portanto 4,72 vezes menor do
que T. aurea. Enquanto o extrato bruto hidroalcéolico da T. serratifolia conseguiu 50%
de mortalidade de larvas mesmo na concentragdo de 7,07%, T. aurea s6 alcangou este
mesmo resultado na concentragdo de 33,41%. No caso do emprego in vivo, ou em larga
escala, a quantidade de extrato necessaria seria bem menor utilizando 7. serratifolia.

O R2 de T. aurea foi 0,7591, pois foram utilizadas concentracfes muito baixas
do extrato, o resultado foram percentuais de eficacia muito préximos e reduzidos, o que
ndo caracteriza T. aurea como uma planta ineficaz, é necessario o ajuste das
concentragdes para uma curva dose x resposta melhor. Para o extrato bruto
hidroalcodlico da T. serratifolia o R2 foi 0,9542, isso foi possivel ao estreitar a
distancias entre as concentragoes.

A casca de T. aurea é rica em iridoides, flavonoides, esteroides e terpenoides.
(Guerbas Neto, 2003), sendo o composto majoritario e de alta concentracdo, o

especiosideo iridoide 6-O-E-p- cumaroilcatalpol (20 vezes maior do que a quantidade
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encontrada nas folhas) (Vercosa, 2011). A folha de T. aurea apresenta perfil
cromatografico mais complexo, ha presenca de um ndmero maior de substancias,
inclusive deste mesmo especiosideo, no entanto, o teor é muito baixo em relagdo ao
encontrado na casca (Vergosa, 2011).

Neste estudo, apesar da riqueza de metabdlitos encontrados em T. aurea, sua
atividade foi baixa quando comparada a T. serratifolia, 0 mesmo resultado de T. aurea
foi observado para T. rosea.

Neste estudo a T. serratifolia foi submetida a duas diferentes particbes (semi-
purificacdo), com solventes de polaridade crescente, 0 que caracterizou a presenca de
atividade acaricida entre os compostos apolares da planta. Na primeira parti¢cdo, foram
utilizados os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila, n- Butanol e etanol, a partir
da planta pulverizada foi realizado um extrato bruto hexanico e, em seguida foi
realizada uma particdo com os solventes hexano 100%, hexano 8:2 cloroformio, hexano
2: 8 cloroformio, cloroformio 100%, acetato de etila 100% e metanol 100%.

Em cada semi-purificacdo apenas uma fracdo apresentou eficacia sobre larvas de
R. (B.) microplus, a fragdo hexanica da primeira semi-purificagcdo realizada com o
extrato bruto hidro alcodlico de T. serratifolia (69%) e, a fracdo acetato de etila da
segunda semi-purificacdo (100%). A fracdo hexanica é a por¢cdo mais apolar do extrato
desta planta, enquanto que a fracdo acetato de etila (fragdo da fracdo hexanica)
representa uma porcéo polar, inserido nesta fragdo apolar, levando em consideracdo a
utilizacdo de solventes de polaridade crescente nas colunas cromatogréficas.

Rosado-Aguilar et al. (2010), demonstraram eficacia de Petiveria alliacea (raiz-
de-guiné) por meio de parti¢cBes do extrato bruto da planta. Foram geradas fracGes semi-
purificadas a fim de avaliar o perfil metabolico do extrato. Assim como ocorreu no

presente estudo com a T. serratifolia, a fracdo hexanica de P. alliacea obteve maior
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eficdcia contra larvas de R. (B.) microplus na concentracdo de 10% e apresentou
eficacia de 93,6% no teste de imersdo larval.

O extrato bruto de T. serratifolia apresentou média de eficicia sobre larvas, na
concentracdo de 40%, de 99,53% e, na mesma concentracdo, sobre teledginas, a média
de eficacia foi de 96%. A eficicia sobre larvas foi em relagdo a mortalidade das
mesmas, enquanto que sobre as teledginas, a mortalidade foi de 40% e a eficacia do
extrato resultou da mortalidade das fémeas e interferéncia sobre a eclodibilidade dos
ovos, que foi reduzida em 90,5%.

A fracé@o hexanica (primeira particdo) de T. serratifolia foi enriquecida 36 vezes,
em relacdo ao extrato bruto da planta, ou seja, as substancias presentes nesta fracéo,
ativas ou ndo, passaram por um processo de concentracdo. Por isso na avaliagcdo sobre
teledginas a maior concentracdo avaliada foi de apenas 5%. Nesta concentragdo houve
25% de mortalidade das fémeas, a reducdo na eclodibilidade foi de 74,35% e a eficacia
média de 82%. A média de eficacia em adulto foi maior do que a média de eficacia
obtida contra larvas, que foi de 69%.

Tabebuia serratifolia apresenta alto teor do composto lapachol presente na casca
do caule e outras espécies de Tabebuia possuem na casca e no cerne do caule
quantidades variaveis de lapachol e de outras substancias, assim como outras plantas da
familia Bignoniaceae (Ferreria et al. 2004). O lapachol possui vérias funcdes descritas
na literatura, como antimalarico, esquistossomicida, antiviral, antinflamatério e
anticancer (Oliveira et al. 1990). E possivel que o lapachol esteja presente também nas
flores de T. serratifolia, bem como outras substancias, em maior ou menor quantidade.

O extrato bruto de T. serratifolia apresentou na concentracao de 40%, média de
eficacia de 100% e 96% sobre larvas e adultos de R. (B.) microplus respectivamente.

Quando avaliada sua fracdo hexanica a concentracdo foi bem menor em relacdo ao
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extrato bruto, 1,67% para larvas e de 5% para adultos. A eficacia de 69% para larvas e
86% para adultos em relacdo a baixa concentragdo utilizada foi satisfatoria. Quando
avaliada a fragdo mais pura deste trabalho, fracdo acetato de etila, o resultado de
atividade acaricida se manteve no caso das larvas (100% de eficacia na concentragdo de
24%) e, aumentou com adultos (99% na concentracdo de 5%), apresentando 70% de
mortalidade, nimero bem maior do que o obtido com o extrato bruto e a fracdo hexanica
de T. serratifolia.

Neste trabalho foi realizada uma Cromatografia em Coluna com a fracdo
hex&nica obtida do extrato bruto de T. serratifolia. O fracionamento separou 0s
compostos pela polaridade, apenas a fracdo hexanica demonstrou atividade a primeira
avaliacdo do extrato semi-purificado, neste caso os compostos apolares da planta foram
0s responsaveis pela eficicia da fracdo.

De posse desta informacéo, foi realizado um segundo extrato de T. serratifolia,
agora um extrato apolar, visando somente 0s compostos ativos. Com este extrato apolar
(bruto hexano) foi realizada uma nova separacdo de compostos, assim, 0 (S) composto
(s) ativo (s) ficou somente em um das fragdes (acetato de etila), por isto todas as outras
foram inativas. A fragdo ativa contem os compostos em alta concentracao.

As fracBes obtidas ap6s a coluna cromatogréfica da fragdo hexanica (primeiro
fracionamento), foram avaliadas por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear,
no entanto, as amostras estavam contaminadas com &cidos graxos (provindos do
solvente), optou-se por realizar novas técnicas cromatograficas na analise do extrato
apolar de T. serratifolia, pois a contaminacdo que ocorreu com a primeira fragcdo
poderia mascarar os resultados. Novas analises em prol da elucidacdo quimica e

estrutural de T. serratifolia estdo em andamento.
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Os resultados apresentados neste estudo fornecem o primeiro relatério da
atividade acaricida sobre larvas e adultos de R. (B.) microplus, principalmente com o

extrato bruto de T. serratifolia e suas respectivas frag0es, hexanica e acetato de etila.

5.0.Concluséo

O extrato bruto hidro alcéolico de T. aurea e T. rosea apresentam atividade
acaricida in vitro sobre larvas de R.(B.) microplus, nas concentragdes de 70% e 40%
respectivamente. O extrato bruto hidro alcoolico e a fracdo hexénica da flor de T.
serratifolia, apresentam atividade acaricida em larvas e teledginas de R.(B.) microplus.
A fracdo acetato de etila da T. serratifolia possui eficacia superior a 95% na
concentracdo de 24% sobre larvas de R.(B.) microplus e, na concentracdo de 5% sobre
adultos da mesma espécie. Considerando os resultados da fracdo hexanica e fracdo
acetato de etila, concluimos que os compostos apolares da T. serratifolia sdo os

responsaveis pela atividade acaricida da planta.
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Tabela 1- Eficacia média do extrato bruto de T. aurea, T. serratifolia e T. rosea no
Teste de imersdo larval (TIL) em trés concentracdes contra R. (B.) microplus.

Espécie Parte coletada Concentrages
20% 40% 70%
Tabebuia aurea casca 0,49 2,08 96,92
Tabebuia serratifolia flor 90,62 99,53 100
5% 20% 40%

Tabebuia rosea flor 1,52 73,67 99,41




Figura 1- Média de eficacia do extrato concentrado de T. aurea no Teste de imersdo

larval em dez concentragdes seriadas, sobre R. (B). microplus.
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Figura 2- Curva dose X resposta do Teste de imersdo larval do extrato bruto concentrado de T. aurea
sobre larvas de R. (B.) microplus em 10 diferentes concentragdes entre 60% e 0,117%.
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Figura 3- Média de eficacia do extrato bruto hidroalcodlico de T. serratifolia no Teste
de imerséo larval em dez concentragdes seriadas, sobre R. (B.) microplus.
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Figura 4- Curva dose X resposta do extrato bruto da T. serratifolia no Teste de imersdo larval em 10
diferentes concentracdes entre 57,6% e 0,225%, sobre R. (B). microplus.
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Figura 5- Média de eficacia das fracOes obtidas do extrato hexanico bruto obtido do
extrato hidroalcodlico de T. serratifolia, no Teste de imersdo larval sobre R. (B.)
microplus.
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Figura 6- Média de eficacia das fracdes do extrato hexanico bruto de T. serratifolia,
obtidas do extrato hexanico bruto obtido diretamente em extrator, no teste de imersao

larval sobre R. (B.) microplus.
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Tabela 2- Médias de peso das teledginas de Rhipicephalus (B.) microplus, do peso da
ovipostura, da eclodibilidade e eficiéncia acaricida do extrato bruto, fracdo hexanica de
T. serratifolia e fracdo acetato de etila, no teste de imers@o de adultos (TI1A), segundo
Drummond et al. (1973). Teste realizado em duplicata, 10 fémeas por grupo.

Imersdo de adulto

Extrato

T. serratifolia

Extrato bruto

T. serratifolia

Fracdo hexanica

T. serratifolia
Fracdo Acetato de

etila

Concentragéo
(%)
40%
10%

2,50%
0,63%
Controle -

Controle +

5%
2,50%
1,25%
0,63%
0,30%
0,16%
0,07%
0,04%

Controle -

Controle +

5%
2,5%
1,25%
0,63%
Controle -

Controle +

Peso das Pesodos  Eclodibilidade Eficiéncia Eficacia

fémeas (g)  ovos (9) (%) reprodutiva média
(%)
2,11 0,344 9,4 30638 96
2,10 0,608 22,6 130695 85
2,16 0,851 20,3 159735 81
2,14 1,003 41,2 385193 56
2,13 1,075 85,9 864326
- - - - 100%
2,59 0,614 25,6 121615 82
2,60 0,732 26,6 150423 79
2,58 1,123 74,8 652304 10
2,60 1,213 71,1 663866 9
2,58 1,199 70,3 654023 10
2,59 1,225 67,5 637760 12
2,59 1,193 74,3 685117 6
2,58 1,190 89,9 830711 0
2,59 1,276 73,8 727028
- - - - 100%
2,26 0,18 8,45 13460 99
2,24 0,28 37,8 94500 90
2,28 0,52 61,2 279158 70
2,22 0,87 81,3 637216 31
2,22 1,158 89,3 931616 -2

2,23 - - - 100




