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RESUMO

O género Rhipicephalus ocorre em toda a Regido Neotropical, predominando nas areas
urbanas acomete, aproximadamente, 30% dos cdes, sendo a espécie de carrapato de maior
distribuicdo geografica no mundo e, estd presente em todos os continentes habitados por
humanos e cdes domésticos. No Brasil o carrapato € encontrado em todos os estados e, seu
controle e de outros carrapatos de importancia econémica a satde publica, é baseado no uso
de acaricidas quimicos, fato que associado ao uso excessivo e sem critérios, tem ocasionado
desenvolvimento de cepas resistentes. Diante destes fatos, o objetivo deste estudo é avaliar o
potencial acaricida de extratos obtidos de carpoforo da cepa amazébnica de Pycnoporus
sanguineus buscando formas alternativas e econémicas para o controle da espécie. Os extratos
foram obtidos a partir de solventes extratores, aquoso e alcoolico, em processo a frio. Foram
utilizadas solucGes dos extratos aquoso e alcodlico, em concentragdes de 1, 5, 10 e 20 mg/ml
1 em teste de imersdo sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus e entdo
avaliados os indices de oviposicdo e a eficiéncia reprodutiva. Os resultados evidenciaram uma
reducdo significativa do indice de oviposicdo, em torno de 72% e, controle de reproducéo
variando de 84% a 100% na concentragdo de maior eficiéncia, 20mg/ml do extrato alcodlico.
Conclui-se que os compostos bioativos do carpéforo de P. sanguineus podem ser uma
alternativa promissora no controle do carrapato canino.

Palavras-chave: Pycnoporus sanguineus, Fungos Basidiomicetos Amazonicos, Extratos
fungicos, carrapato canino



ABSTRACT

The Rhipicephalus genus occurs throughout the Neotropical Region, predominantly in urban
areas affects approximately 30% of dogs, and the species of most widely distributed tick in
the world and is present on every continent inhabited by humans and domestic dogs. In Brazil,
the tick is found in all states and, its control and of others of economic importance to public
health, is based solely on the use of chemical acaricides, fact that associated with overuse and
without criteria, led to development of resistant strains. Given these facts, the objective of this
study is to evaluate the potential of acaricide extract obtained from the Carpophorus Amazon
strain of Pycnoporus sanguineus seeking alternatives and cost-effective ways to control the
species. The extracts were obtained from extractors, aqueous and alcoholic in the cold
process. Was used solutions of extract aqueous and alcoholic at concentrations of 1, 5, 10 and
20 mg. mL. in immersion test on engorged female ticks of Rhipicephalus sanguineus and then
was evaluated the oviposition rates and reproductive efficiency. Results showed a significant
decrease in oviposition rate around 72%, and playback control ranging from 84% to 100% at
a concentration of greater efficiency, 20mg / ml of alcoholic extract. It is concluded that the
bioactive compounds P. sanguineus may be a promising alternative in the control of canine
tick.

Keywords: Pycnoporus sanguineus, Amazon fungi basidiomycetes, antifungal extracts, canine
tick.



1 LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

Tabela 1 - Percentual de ecloséo e eficiéncia reprodutiva dos extratos de P. sanguineus



2 LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO
Figura 1 — Carrapatos em ambiente antrépico: vista de janela ...........cccocevvvevviic v, 3

Figura 2 — estagios de desenvolvimento do Rhipicephalus sanguineus: a) Larva; b) Ninfa; c)

Fémea adulta; d) Macho adUITO ..........cccoeiiiiiii e 4
Figura 3 — Cliclo de vida do Rhipicephalus sSanguineus ...........ccccoceveevveiesieeneere e 4
CAPITULO |

Figura 1 - Percentual de inibi¢do de oviposicdo de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus para
as concentracdes de extrato aquoso de P. SANQUINEUS..........cccveverierieeiiesiese e sre e 21
Figura 2 - Percentual de inibicdo de oviposicdo de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus para
as concentracdes de extrato alcoolico de P. SaNQUINEUS ..........ccovviiiiieinc e, 22
Figura 3 - Percentual de Controle de Reproducdo (CR) do extrato de P. sanguineus. (A)

Extrato etandlico. (B) EXLrato @QUOSO .......cc.eceeiieeiieiieiiesie e s ste e sree e et ee e e ans 23



SUMARIO

L INTRODUGAOD . ....cococieceeteeteee ettt sttt en ettt en s
2 REFERENCIAL TEORICO.......coiiieiceeeeteeeeesssieeie s s ses s senas st enes s senassen s,
2.1 Rhipicephalus SANQUINEUS ..........coiiiiiiieieiente it
2.2 Ciclo de vida d0 CAMTAPAL0 ........cceiiiiiiieieiesie sttt
2.3 Controle qUIMICO € SINTELICO......ccuiiieiieii et re e
2.4 Potencial biotecnologico dos fungos basidiomicetos amazoniCos ............ccccvevvereeiivennns
2.4.1 Fungos basidiomiCetoS AMAZONICOS ......cc.eiverviriririeieieiie ettt
2.4.2 PYCNOPOIUS SANGUINEUS ......veuiitiiietieieeieee ittt st e e e sttt ese e s e e e s e b sbesbenaenneas
S OBIETIVO GERAL ..ottt ettt
3.1 ObjJetiVOS ESPECITICOS .. uviivieieeieie ettt e e re e re e e
REERENCIAS ...ttt
CAPTTULO Lt



1 INTRODUCAO

Os carrapatos de importancia econdmica e para a saude publica sdo artropodes da
Classe Arachnida, Ordem Acari e Familias: Ixodidae e Argasidae. Todas as espécies
requerem, obrigatoriamente, sangue de vertebrados e possuem significativo grau de
especificidade podendo utilizar hospedeiros alternativos, inclusive o homem (MASSARD e
FONSECA, 2004). Podem estar no solo, como por exemplo, locais com vegetacao,
principalmente, gramados e nas frestas de paredes sempre a espera de um hospedeiro. Quando
um hospedeiro se aproxima, o carrapato fixa-se a ele, deslocando-se pelo seu corpo até
encontrar um local apropriado para a alimentacdo, como o pescoco ou a cabeca (NESVES,
2011)

O carrapato fixa seu hipéstomo na pele do hospedeiro e secreta uma substancia leitosa
chamada cemento, que ao enrijecer, auxilia na fixacdo. As glandulas ainda secretam agentes
farmacoldgicos com funcBes anticoagulantes e citoliticas, entre outras, que provocam, no
hospedeiro, o aumento da permeabilidade vascular, dilatacdo dos vasos sanguineos,
hemorragia e intenso prurido (NEVES, 2011), causando a formacdo de edemas, vesiculas e,
com a éarea lesada, favorece a transmissdo de doencas de cdes, por exemplo as que sdo
vetores: babesiose, hemobartolenose e hepatozoonose (ALMEIDA et al., 2012) e de humanos
como a febre maculosa (MARTINS et al., 2009).

Os carrapatos precisam de condi¢des especificas para o seu correto desenvolvimento,
principalmente, de temperatura e umidade. Soares et al. (2012) relata uma relac&o dos niveis
de desenvolvimento e das fases com a temperatura e umidade, principalmente, na eclosdo, ja
gue 0s ovos sdo muito susceptiveis a baixa umidade e a sobrevivéncia do carrapato sem se
alimentar é inversamente proporcional a temperatura. Estudos relatam que o periodo de maior
atividade em vida livre das fémeas adultas ingurgitadas ocorre na auséncia de luz, e que, das

primeiras fases de larva e ninfa, ocorre em qualquer periodo do dia (PAZ et al., 2008b).

Para o controle de carrapatos diversos metodos tém sido pesquisados, no Brasil o
controle de carrapatos é baseado tdo somente no uso de acaricidas o que, por outro lado, em
funcdo do uso excessivo e sem critérios dos mesmos, tem ocasionado o desenvolvimento de
cepas resistentes (SOARES et al., 2012).

Segundo Spinosa et al. (2006), a capacidade do carrapato inativar substancias

quimicas € produto da selecdo de individuos com fatores geneticos que permitem a



resisténcia, estes seriam selecionados pela pressdo causada pela utilizacdo em excesso dos
antiparasitarios.

A busca por formas alternativas de controle de ectoparasitas como o Riphicephalus
sanguineus € crescente. Varios estudos tém mostrado a eficiéncia de extratos vegetais para o
controle do género Riphicephalus (FERNANDES et al.,, 2010; PINTO et al., 2011;
MACHADO et al., 2013; FARIAS et al., 2009; BROGLIO-MICHELETTI et al., 2009).
Outra forma ocorre nos bioativos de fungos (PRETTE et al., 2005; GARCIA et al., 2008).

Portanto, diante da necessidade de se buscar alternativas de controle a carrapatos e o
potencial fangico amaz6nico inexplorado nesse sentido, o presente trabalho visa avaliar o
potencial de extratos obtido de carp6foro da cepa amazonica de Pycnoporus sanguineus frente

a postura dos ovos de Riphicelphalus sanguineus.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Rhipicephalus sanguineus

O género Rhipicephalus, de origem afrotropical, compreende 82 espécies reconhecidas
e foi introduzido nas Ameéricas, provavelmente, com a colonizagdo, atualmente, ocorre em
toda a Regido Neotropical predominando nas areas urbanas e acometem, aproximadamente,
30% dos caes (GUGLIELMONE et al., 2010).

Rhipicephalus sanguineus, provavelmente, seja a espécie de carrapato de mais ampla
distribuicdo no mundo, estando presente em todos os continentes habitados por humanos e
cdes domésticos (WALKER et al., 2000). Fundamentalmente, parasita cdes, sendo
denominado carrapato castanho do cdo ou do canil (URQUHART et al., 1998), também ¢é
conhecido como carrapato-duro (BRUSCA E BRUSCA, 2007), ou carrapato castanho do céo
(BOWMAN et al., 2006). Com frequéncia, torna-se numa importante praga urbana que
comeca a requerer atencao das instituicbes de satde publica, sendo ainda, motivo de constante
preocupacdo entre os profissionais veterinarios em seus locais de atendimento (PAZ et al.,
2008a)

No ambiente o carrapato procura locais protegidos, com sombra e pouca ventilacao,
pode ser parte da biomassa (arvores, arbustos, vegetacao rasteira), do ecotopo (buracos no

solo, fendas em rochas, torrdes de solo arado), ou em ambiente antropico (paredes de casas



humanas, muros de limitagdo entre dominios urbanos, falhas no assentamento de piso interior
ou exterior de habitacdes), e em estruturas dentro da habitacdo de humanos (mdveis, sancas,
cortinas, quadros de parede) (SERRA-FREIRE et al., 2011) (Figura 1)

Figura 1: Carrapatos em ambiente antrdpico: vista de janela.

Fonte: o autor

R. sanguineus sdo ectoparasitas de vertebrados e apresentam o maior tamanho
corporeo de toda ordem (Brusca e Brusca, 2007) sendo vetor de diversos patdgenos de
importancia para os cdes, incluindo dos agentes da babesiose (Babesia canis), da
hemobartolenose, da hepatozoonose (Rickssia rickettssi) e da erliquiose (Ehrliochia canis)
(RUPPERT et al., 2007; NEVES, 2011; BOWMAN et al., 2006; LOULY et al., 2006;
MASSARD e FONSECA, 2004; ALMEIDA et al., 2012) doencas que podem ser fatais aos
caes. Também sédo vetores de doencgas que ocorrem em humanos, tais como: doenca de Lyme
nos EUA e febre maculosa no Brasil. Ressalta-se que esse assunto é pouco aprofundado e
difundido, considerando sua grande importancia para a epidemiologia de carrapatos e doengas
transmitidas por estes (MARTINS et al., 2009).

A espeécie ¢ identificada pela presenca de olhos com festfes, palpos e hipostémio curtos,
apresentando a base do capitulo hexagonal ventralmente; possui, como todos o0s
representantes da familia Ixodidae, uma carapaca que se estende, no macho, por todo o dorso
e, na fémea, apenas na por¢do superior (URQUHART et al., 1998). Sua fase de larva &,
facilmente, identificavel devido ter apenas trés pares de patas, na fase de ninfa e adulto

observa-se quatro pares. (Figura 2)



Figura 2: estagios de desenvolvimento do Rhipicephalus sanguineus: a) Larva; b) Ninfa; c) femea adulta; d)
macho adulto
Fonte: Dantas — Torres (2010)

2.2 Ciclo de vida do carrapato

R. sanguineus apresenta trés formas parasitarias dentro de seu ciclo de vida: larva,
ninfa e adulto, o ultimo € o Unico estdgio com dimorfismo sexual, cada estdgio parasita o
hospedeiro por alguns dias (3 a 7 dias para larvas e ninfas, 5 a 10 dias para fémeas adultas e
mais de 15 dias para machos adultos) (LABRUNA, 2004), sendo considerado um carrapato de
3 hospedeiros (NEVES, 2011), em cada estagio ativo de desenvolvimento (larva, ninfa e



adulto) se alimenta apenas uma vez e a muda (ou ecdise) ocorre no ambiente
(DANTASTORRES, 2008c).

A Figura 3 demonstra, esquematicamente, como ocorre o ciclo de vida desse
carrapato. Apds se ingurgitarem, larvas e ninfas se desprendem dos hospedeiros e trocam o
exoesqueleto (ecdise) no ambiente. As fémeas de R. sanguineus, ap0s ingurgitarem e serem
fertilizadas no hospedeiro, destacam-se e procuram abrigo para protecdo e oviposicdo, esse
periodo de postura dos ovos é variavel, entre 10 a 20 dias em ambientes propicios e, de 30 a
50 em condicOes adversas. O desenvolvimento dos ovos depende muito das condicdes de
temperatura, nas menores o tempo de cada estadio de desenvolvimento aumenta,
principalmente, incubacBes e pré-postura. Durante seu desenvolvimento ontogenético o
carrapto possui os estadios de larva hexapoda, ninfa octépoda e adulto (NEVES,2011;
BOWMAN et al. ,2006)

1. A FEMEA
ENGURGITADA

(GRAVIDA) FIXADA
NO ANIMAL.

7+ AS NINFAS
DESCEM E SE

TRANSFORMA M ,—-"‘

EM ADULTOS -

MO AMBIENTE. \ f*
P

2. A FEMEA DESCE

E COLOCA 2.000 A
3.000 OVOS NO
AMBIENTE.
6. As NINFAS 3 _ A
INFESTAM O ANIMAL. = AS LARVAS QL_;-_I:
NASCEM NO e
AMBIENTE.

4. as LARVAS
INFESTAM O
AMIMAL.

5. AS LARVAS -
DESCEM E SE

TRANSFORMAM EM

MINFAS NO AMBIENTE.

Figura 3. Cliclo de vida do Rhipicephalus sanguineus
Fonte: portalpug.blogspot.com

2.3 Controle quimico sintético e resisténcia
A resisténcia aos acaricidas sintéticos é um dos principais problemas mundiais em

relagdo ao controle de carrapatos (BORGES et al., 2007).



Devido a ampla disseminacdo do R. sanguineus pelo mundo, sua capacidade em
desenvolver infestagdes intensas em pouco tempo no cdo e, a possibilidade de veiculagcdo de
agentes infecciosos para 0 homem, a demanda por seu controle, particularmente, no meio
urbano é crescente (SZABO et al., 2009).

Dentre 0s grupamentos quimicos mais empregados, atualmente, no controle de
ectoparasitos em pequenos animais, encontram-se: carbamatos, organofosforados, piretréides,
formidinas, lactonas macrociclicas e os fenilpirazois, cada um desse com modos de acédo e
eficacia distintos (SPINOSA et al., 2006). A semelhanca do que ocorre com outros carrapatos
de importancia econdmica, a resisténcia do R. sanguineus aos principais principios ativos é
observada (GUGLIELMONE et al., 2004, apud, SZABO et al., 2009)

N&o ha estudos sobre a resisténcia deste carrapato relacionando cepas normais e
sensiveis, na literatura sdo encontrados poucos relatos para outros paises (BORGES et al,
2007). Borges et al. (2007) testaram doses recomendadas pelo fabricante de um certo
acaricida, verificando que larvas de R. sanguineus ndo apresentaram mortalidade de 100%,

fato que sugeriu resisténcia ao produto.

2.4 Potencial biotecnoldgico dos Fungos Basidiomicetos Amazonicos.

2.4.1 Fungos Basidiomicetos Amazonicos.

Apesar da Amazodnia possuir uma das maiores diversidades biologicas do planeta e,
figurar entre uma das mais estudadas, devido sua extensdo e complexidade, ainda é
considerada uma inovacao em termos de pesquisa e utilizagdo de seus recursos naturais. Neste
contexto encontra-se a biodiversidade fungica.

Os fungos sdo seres muito versateis e aptos a viverem sob diferentes condi¢bes
ambientais, podendo-se encontrar fungos em, praticamente, todos os ambientes, forma e
substrato. S@o organismos heterotréficos, que ha tempos foram considerados plantas
primitivas. Observa-se a versatilidade e sucesso evolutivo pelo numero total de especies,
estimada em cerca de 1,5 milhGes, nimero que faz do grupo, o segundo maior, suplantado
apenas pelos insetos (RAVEN et al., 2007).

No ambito dos recursos florestais, a Regido Amazodnica por suas condigdes
edafoclimaticas e ampla heterogeneidade floristica, € um ambiente que favorece o
crescimento dos fungos, especialmente, em substratos lignoceluloliticos. Constata-se grande
biodiversidade de macrofungos, mas a importancia da biodiversidade flungica no sistema

florestal, suas potencialidades bioecondmicas sdo pouco exploradas (JESUS et al., 20013).



O filo dos Basidiomicetos possui cerca de 22.300 espécies, no qual estdo incluidos os
fungos comestiveis, venenosos e os conhecidos como orelhas-de-pau (RAVEN, EVERT E
EICHHORN, 2007). Esse filo vem sendo estudado pelo fato das propriedades terapéuticas
serem reconhecidas por milénios pelos povos orientais, os primeiros livros chineses sobre
produtos naturais medicinais datam de 200 anos atrds (KAIJIANG; ROBERTS, 1986; apud
VANDERLINDE e ONOFRE, 2010).

Esses fungos sdo muito conhecidos pela sua forma de adquirir alimento, decompondo
matéria vegetal em decomposicdo, degradando materiais lignocelulésicos na natureza,
principalmente, lignina (podridao branca), celulose e hemicelulose (podridao parda e mole).
Biotecnologicamente, o interesse por essa classe é o complexo enzimatico que produz
enzimas ligninoliticas (lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase) que degradam
varios compostos de alto peso molecular (ESPOSITO e AZEDO, 2004). Varios aspectos da
aplicacdo biotecnoldgica tém sido explorados nos Gltimos anos, tais como: carater ambiental
no tratamento de residuos liquidos, bioremediacdo de solos poluidos, mineralogia e
biohidrometalurgia, producdo de biomassa e tecnologia de combustiveis, particularmente, na
solubilizacdo do carvdo e emprego em controle bioldgico (CASTRO E SILVA e AGUIAR,
2001).

2.4.2 Pycnoporus sanguineus

Pycnoporus sanguineus é um fungo que pertence a divisdo Basidiomycota, classe
Basidiomycetes, ordem Aphylophorales e familia Polyporaceae. E um fungo que se encontra
em grandes quantidades no verdo, destacando-se que a temperatura ideal de crescimento na
regido esta em torno de 30-35°C (Castro e Silva e Aguiar, 2001).

Vaérios trabalhos estdo sendo realizados visando a caracterizacdo do potencial
enzimatico do Pycnoporus sanguineus como, por exemplo, sua utilizacdo na clarificagcdo de
efluentes da indudstria papeleira, na descolorizacdo de tinturas provenientes da industria téxtil,
gue é um poluente frequente nos rios das regifes e que ainda sdo nocivos a salude humana
(MACHADO, 2006).

Outros trabalhos relatam a producdo de enzimas em quantidades favoraveis a
producéo industrial em meios diversificados, demonstrando uma 6tima versatilidade do fungo
a diferente tipo de substrato em relagédo a alimentacdo e producdo de enzimas de valor
comercial (BORDERES et al., 2011; VALERIANO et al., 2007; DARTAN-GANZALEZ et
al., 2008).



A espécie Pycnoporus sanguineus possui uma substancia de efeito antimicrobiano
comprovado, a cinabarina, além de conter propriedades eliciadoras que induzem a resisténcia
da planta (SMANIA et al., 1995; SMANIA JR et al., 2003; VANDERLINDE e ONOFRE,
2010). Além disso, atualmente, é crescente 0 numero de pesquisas que relatam tratamentos
com extratos de fungos sob doencas que acometem plantas, tais como: mancha angular do
feijoeiro, crestamento comum (TOILLER et al., 2010; VIECELLI et al., 2009; BALDO et al.,
2011), presenca de fungos fitopatdgenos do género Fusarium, causadores de varias doencas,
principalmente, em culturas de importancia comercial (FIGUEIREDO e CASTRO E SILVA,
2014)

Recentemente Bucker et al. (2013) demonstraram a eficacia do extrato de carpoforos
de Pycnoporus sanguineus no combate a larva dos géneros Aedes e Anopheles, reforcando o
grande potencial biotecnoldgico que os fungos amazonicos possuem, em especial a espécie

em questéo.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial fungitoxico de extratos obtidos de carpéforo da cepa amazbnica de
Pycnoporus sanguineus sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus
(LATREILLE, 1806).

3.1 Objetivos especificos

v Testar a eficiéncia dos extratos aquoso e etanélico sobre o indice de oviposicdo de

fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus.

v Verificar a toxicidade dos extratos aquoso e etandlico em relacdo a eficiéncia

reprodutiva de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus.
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CAPITULO |

Biotratamento de Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE,
1806) com extratos aquoso e alcoolico do carpoforo do
fungo amazoénico Pycnoporus sanguineus.
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Biotratamento de Ripicephalus sanguineis (LATREILLE, 1806) com extratos aquoso e
alcodlico do carpéforo do fungo amazoénico Pycnoporus sanguineus.

Tavares, J. S.; Castro e Slva, A.; Taddei, F. G.

Mestrato em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazonia - UEA, Centro de Estudos
superiores de Parintns - UEA, Centro de Estudos Superiores de lacoatiara — UEA.

Resumo

O carrapato Rhipicephalus sanguineus é uma praga urbana abundante, principalmente, no
clima tropical, por ser vetores de doengas a animais domésticos e ao homem, faz-se
necessario a obtencéo de formas alternativas menos nocivas de controle a esse carrapato. Com
esse objetivo, utilizou-se extratos aquosos e etanolicos do fungo basidiomiceto Pycnoporus
sanguineus, nas concentracdes 1, 5, 10 e 20 mg/ml™, em espécimes coletados na regifo do
municipio de Parintins — AM. Foram utilizadas fémeas ingurgitadas, submetidas a teste de
imersdo nas concentracdes supracitadas e entdo, analisados os resultados de inibi¢cdo do indice
de oviposicao e eficiéncia reprodutiva. Para o extrato aquoso foi observado que o percentual
de inibicdo da oviposicdo variou de 24,47% (concentracio 20mg/mLt) até 68,65%
(concentracdo 5 mg'mL™),. As analises estatisticas, entretanto, evidenciaram ndo haver
diferenca entre as concentractes (p>0,05). O extrato alcodlico apresentou maior percentual de
inibicdo de oviposicdo em comparagdo ao extrato aquoso, a inibicdo total (100%) ocorreu na
maior concentragdo estudada (20mg/mL™). Em relacio a eclosdo dos ovos, para as diferentes
concentracdes testadas com o extrato aquoso, ndo foram observadas diferencas estatisticas
(ANOVA - Tukey). No entanto, todas as concentragdes foram eficientes na antecipagéo da
eclosdo dos ovos quando comparadas ao controle. Em relacdo a Eficiéncia Reprodutiva (ER)
0 extrato aquoso ndo apresentou diferencas estatisticas entre as concentracdes. A andlise dos
dados da eclosdo dos ovos, testados nas diferentes concentragcdes do extrato etandlico, ndo
evidenciou diferencas estatisticas, assim como, em relacdo a eficiéncia reprodutiva,
mostrando eficiéncia no controle de oviposicdo por parte deste extrato em todas as
concentragdes, pois inibiram a formacdo de ovos. O mesmo padréo foi observado para a
Eficiéncia Reprodutiva (ER), na qual em média, em termos percentuais, foram menores que
os obtidos para o extrato etandlico. Em relacdo ao Controle de Reproducgdo (CR), o extrato
etanolico de P. sanguineus apresentou valores percentuais de 3 a 4 vezes maiores do que 0
aquoso, chegando a 100% na concentragdo de 20mg/mL™. O extrato etandlico evidenciou
uma inibicdo mais eficiente, variando de 84% a 100%. Ressalta-se, que as andlises
estatisticas (ANOVA-Tukey) ndo evidenciaram diferengas estatisticas (p>0,05) entre as
médias dos tratamentos tanto para o extrato aquoso quanto para o etandlico Os resultados
evidenciaram que 0s compostos bioativos, encontrados no fungo amazoénico Pycnoporus
sanguineus apresenta um potencial acaricida no protocolo bioldgico realizado no trabalho.
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INTRODUCAO

A espécie Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE, 1806), provavelmente, seja o
carrapato de mais ampla distribuicdo no mundo, estando presente em todos os continentes
habitados por humanos e cdes domésticos (WALKER et al., 2000). Fundamentalmente,
parasita cdes, sendo denominado de carrapato castanho do cdo ou do canil (URQUHART et
al., 1998), também é conhecido como carrapato-duro (BRUSCA e BRUSCA, 2007).

O ¢género Rhipicephalus, de origem afrotropical, compreende 82 espécies
reconhecidas no mundo e foi introduzido nas Ameéricas, provavelmente, com a colonizacao.
Atualmente, ocorre em toda a Regido Neotropical, predominando nas areas urbanas e
acometendo, aproximadamente, 30% dos cdes (GUGLIELMONE et al., 2010). Com
frequéncia, torna-se uma importante praga urbana gque comeca a requerer atencdo das
instituicbes de saude publica, sendo ainda, motivo de constante preocupacdo entre 0S
profissionais veterinarios em seus locais de atendimento (PAZ et al., 2008).

R. sanguineus é considerado um carrapato de trés hospedeiros (NEVES, 2011), pois,
apos cada ingurgitamento, abandona seu hospedeiro e passa a uma vida livre. As fémeas
destacam-se de seus hospedeiros e procuram abrigo para protecdo, onde irdo ovipositar. O
periodo de postura dos ovos pode durar varios dias (entre 10 a 20 em ambientes propicios e,
de 30 a 50, em condicdes adversas) o desenvolvimento dos ovos varia de acordo com as
condicBes de temperatura, fator abidtico inversamente proporcional ao tempo de duragdo de
cada estadio de desenvolvimento, principalmente, incubacdo e pré-postura. No seu
desenvolvimento ontogenético, a espécie possui 0s estagios de larva hexapoda, ninfa octépoda
e adulto (NEVES,2011, BOWMAN et al., 2006)

No Brasil, o controle de carrapatos é baseado no uso de acaricidas sintéticos. Dentre 0s
grupamentos quimicos mais empregados no controle em pequenos animais, encontram-se:
carbamatos, organofosforados, piretrdides, formidinas, lactonas macrociclicas e o0s
fenilpirazois, com modos de acgdo e eficacia distintos (SPINOSA et al., 2006). Em func¢éo do
USO excessivo e sem critérios, cepas resistentes tém sido observadas (SOARES et al., 2012).
A capacidade do carrapato inativar substancias quimicas é produto da selecdo artificial dos
individuos, selecionada pela utilizacdo indiscriminada de carrapaticidas.

Tendo em vista a ampla disseminagédo do R. sanguineus pelo mundo, sua capacidade em
desenvolver infestagdes intensas em pouco tempo no céo e, a possibilidade de veiculagéo de
agentes infecciosos, a demanda por seu controle, particularmente, no meio urbano, é crescente
(SZABO et al., 2009).
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Uma forma vantajosa para a obtencdo de produtos alternativos no controle do
carrapato € o uso de processos biotecnologicos, principalmente, daqueles que utilizam
microrganismos, como o0s fungos. A regido amazonica, pelas suas condi¢des edafoclimaticas e
pela ampla heterogeneidade floristica, € um ambiente que favorece o crescimento dos fungos,
especialmente, em substratos lignoceluloliticos. Na regido existe uma grande diversidade
destes organismos, mas suas potencialidades bioeconbmicas tém sido pouco exploradas
(JESUS et al. 2013) e estudadas.

Dentro da classe Basidiomicetos destaca-se a ordem Aphyllophorales, na qual se
encontram os fungos conhecidos, popularmente, por orelhas-de-pau, como Pycnoporus
sanguineus (MACEDO e PILIACKAS, 2005). O fungo de ampla ocorréncia, € facilmente
encontrado em regides tropicais e subtropicais. Demonstrando o grande potencial desse fungo
desde tempos muito antigos, Vargas-Isla et al. (2013), apontaram na literatura especializada
em etnomicologia, que esse fungo era utilizado como fonte de alimento e em medicina
tradicional por povos indigenas amazonicos.

Muito utilizado na biotecnologia, seus produtos atuam na bioremediacdo e na
clarificacdo de efluentes da industria papeleira, descolorizacdo de tinturas provenientes da
industria téxtil, remocdo de hormoénios de corpos d’agua e efluentes de industrias
farmacéuticas (GARCIA et al., 2013; SALES et al., 2012; MACHADO, 2006). Possui ainda
propriedades antimicrobianas comprovadas (SMANIA et al., 1998), sendo utilizados em
pesquisas de tratamento de doencas que acometem plantas como a mancha angular do
feijoeiro, crestamento comum (TOILLER et al., 2010; VIECELLI et al., 2009; BALDO et al.,
2011) e no controle de fungos fitopatdgenos do género Fusarium, um dos principais
causadores de varias doengas em plantas, principalmente, em culturas de importancia
comercial (FIGUEIREDO e CASTRO E SILVA, 2014).

MATERIAL E METODOS

Material

Neste estudo, foi utilizado o fungo Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill, Bull. Torrey
bot.Club 31(8): 421. 1904. = Boletus sanguineus L., Sp. pl., Edn. 2: 1646. 1763 (ABRAHAO
et al., 2009). Um basidiomiceto pertencente a familia Poliporaceae, P. sanguineus é

encontrado em troncos caidos ou ndo de quase todos os tipos de madeira decidua,
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especialmente, comum em locais abertos e ensolarados sendo, facilmente, reconhecidos pelo
basidioma vermelho-alaranjado.

O carrapato Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE, 1806) é identificado pela
presenca de olhos com festdes, palpos e hipostdmios curtos e pela base do capitulo hexagonal,
ventralmente, possui, como todos os representantes da familia Ixodidae, carapaca que se
estende no macho, por todo o dorso e, na fémea, apenas na por¢do superior, devido ao

dilatamento quando ocorre o ingurgitamento (URQUHART et al., 1998).

Selecéo e coleta do material fungico

As amostras dos carpoforos dos fungos basidiomicetos da espécie P. sanguineus foram
coletadas no periodo de julho de 2013 a novembro de 2014 na zona rural e urbana do
municipio de Parintins - AM (2°37° 42”S 56°44°11”W). Armazenadas entdo em sacos de

papel de 3Kg, foram, prontamente, transportadas para o Laboratério. Onde foi feita a assepsia.

Secagem e processamento do material fungico

Os carpéforos foram lavados, por 30 segundos em &gua corrente para nao ocorrer
perda do material bioldgico, e entdo foram cortados, utilizando facas, e secos a temperatura de
22°C. Posteriormente, foram triturados em um moinho de facas. O material obtido foi pesado
e acondicionado em sacos de papel 3Kg, contendo 50g em cada, e entdo armazenados em

prateleira a temperatura de 22°C até sua utilizacdo na producdo dos extratos.

Obtencdo dos extratos

Os extratos foram obtidos a partir de dois solventes extratores para retirada dos
componentes bioativos dos carpéforos. Para a extracdo dos compostos foi utilizado o processo
a frio. Para cada 50g de material fungico, foi adicionado 800ml de solvente (dgua ou etanol),
as amostras foram deixadas em repouso durante 72 horas em recipientes ambar para evitar
reacOes quimicas com a luz. Os extratos foram concentrados no evaporador rotativo para a
eliminacdo parcial dos solventes, observando o ponto de ebulicdo de cada solvente (etanol=
78,5°C, agua=100°C). Apobs a evaporacdo rotativa dos extratos, esses foram colocados em

placa de Petri e levados a camara de exaustdo e colocados no dessecador para a eliminagéo
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total dos solventes, em seguida os extratos brutos (massa seca) foram pesados, etiquetados e

armazenados em camara refrigerada a temperatura de 4°C para utilizacdo posterior.

Coleta dos carrapatos

Fémeas ingurgitadas de R. sanguineus, foram coletadas em animais infestados
naturalmente depositados na Unidade de Controle Zoonotico do municipio de Parintins-AM
(2°37°42” S 56°44°11” W) e com criadores de cédes, no més de novembro de 2014. Em

seguida, foram levados ao laboratorio, onde foram submetidos aos testes biol6gicos.

Avaliacdo do indice de oviposicdo (1O) e da eficiéncia reprodutiva (ER) das fémeas

ingurgitadas

As concentracdes elaboradas, para os testes bioldgicos, foram de 1, 5, 10, 20mg. mL™,
obtidos dos extratos brutos aquoso e etanolico de P. sanguinues. Para o extrato alcodlico as
concentracdes, separadamente, foram solubilizadas em Dimetilsulfoxido (DMSO) (500uL/mg
de extrato bruto) e com agua destilada foi completada a solubilizacdo para a concentracdo
desejada. O extrato bruto aquoso foi solubilizado em agua destilada, elaborando as mesmas
concentragdes supracitadas.

Foram utilizadas 125 fémeas ingurgitadas coletadas e separadas em grupos de cinco
(5). Cada grupo foi pesado e imerso nas concentracdes estabelecidas, durante cinco minutos,
conforme metodologia proposta por Drummond et al. (1973). Para os tratamentos: 1 —
alcodlico e 2 - aquoso, 0s grupos controles foram imersos em agua destilada. Ap6s o
tratamento, cada grupo foi colocado em placa de Petri e levado a estufa incubadora B.O.D.,
temperatura de 27 + 1 °C e umidade relativa de 80 £ 5%.

As taxas de oviposicdo foram avaliadas no décimo quinto dia apés o tratamento. As
fémeas foram retiradas da placa e os ovos foram pesados. Os dados obtidos da pesagem foram
utilizados para o calculo dos indices de oviposicdo (I0) conforme a formula proposta por
Stendel (1980):

__ PO

I0=——
PIF

10(controle) — 10(tratamento) x 100

10 =
% I0(controle)
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Onde:
10 = Indice de Oviposic¢ao
% IO = percentual de Oviposicéao do tratamento
A eficiéncia reprodutiva (ER) e o controle de reproducdo (CR) foram avaliados no
décimo quinto dia apds a pesagem dos ovos, conforme metodologia de STENDEL (1980),

utilizando as seguintes equacdes:
ER Fo UoE
= — X
pr ~ (VOF)

ER(controle) — ER(tratamento)x 100
ER(controle)

3eCR =

Onde:

PIF = Peso inicial da fémea;

PO = Peso de ovos;

E = Ecloséo dos ovos (%);

ER = Eficiéncia reprodutiva

(%); CR = Controle de reproducao

Andlise dos dados

O delineamento para avaliacdo dos parametros nos bioensaios foi inteiramente
casualisado, com quatro tratamentos, cinco repeticdes e o grupo controle.

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e, posteriormente, pelo teste de Tukey (p<0,05) com o auxilio do programa
GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os graficos foram

elaborados com auxilio do mesmo software.

RESULTADOS

Inibicao de oviposigdo de R. sanguineus

Para o extrato aquoso foi observado que o percentual de inibicdo da oviposoi¢do
variou de 24,47% (concentracdo 20mg/mL™?) até 68,65% (concentracdo 5 mgmL™), As
andlises estatisticas, entretanto, evidenciaram ndo haver diferenga entre as concentraces

(p>0,05) (Figural).
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Figura 1: Percentual de inibigdo de oviposicio de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus

para as concentragOes de extrato aquoso de P. sanguineus
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O menor percentual inibitério de oviposi¢cdo ocorreu no extrato aquoso de P.

sanguineus na concentracdo de 5 mg/mL™. De modo geral, o aumento da concentragio do

extrato aquoso ndo ocasionou um padrdo crescente de inibi¢do da oviposoicao.

O extrato alcodlico apresentou maior percentual de inibicdo de oviposicdo em

comparacdo ao extrato aquoso, a inibicdo total (100%) ocorreu na maior concentracdo

estudada (20 mg/mL™> (Figura 2).
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Figura 2: Percentual de inibicdo de oviposicdo de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus

para as concentracGes de extrato alcodlico de P. sanguineus.
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Ecloséo de ovos e eficiéncia reprodutiva de R. sanguineus

A influéncia dos extratos de P. sanguineus sobre a eficiéncia reprodutiva e ecloséo de
ovos de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus € apresentada na tabela 1.

Em relacédo a eclosdo dos ovos, para as diferentes concentragdes testadas com o extrato
aquoso, ndo foram observadas diferencas estatisticas (ANOVA - Tukey). No entanto, todas as
concentracdes foram eficientes na antecipacdo da eclosdo dos ovos quando comparadas ao
controle. Em relacdo a Eficiéncia Reprodutiva (ER) o extrato aquoso ndo apresentou

diferencas estatisticas entre as concentragoes.

Tabela 1. Percentual de ecloséo e eficiéncia reprodutiva dos extratos de P. sanguineus

Concentracao EXTRATO
(mg.mL™) AquOoso Etandlico

% E ER(%) % E ER (%)
1 S0a 15,94 a 118a 3,96 a
5 60 a 37,01a 9a 1,02a
10 49,6 a 19,76 a 10 a 2,61la
20 54 a 18,05 a Oa Oa
Controle 62 a 26,25 a 62 b 26,25 b

A andlise dos dados da eclosdo dos ovos, testados nas diferentes concentragdes do
extrato etandlico, ndo evidenciou diferencas estatisticas, assim como, em relacédo a eficiéncia
reprodutiva. Mostrando eficiéncia no controle de oviposic¢do por parte deste extrato em todas
as concentracdes, pois inibiram a formacgéo de ovos.

O mesmo padréo foi observado para a Eficiéncia Reprodutiva (ER), na qual em média,
em termos percentuais, foram menores que os obtidos para o extrato etandlico.

Em relacdo ao Controle de Reprodugdo (CR), o extrato etandlico de P. sanguineus
apresentou valores percentuais de 3 a 4 vezes maiores do que o aquoso (Figura 3), chegando a
100% na concentragdo de 20mg/mLt. O extrato etandlico evidenciou uma inibicdo mais

eficiente, variando de 84% a 100%.
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Ressalta-se, que as analises estatisticas (ANOVA-Tukey) ndo evidenciaram diferengas
estatisticas (p>0,05) entre as médias dos tratamentos tanto para o extrato aquoso quanto para

0 etandlico.
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Figura 3: Percentual de Controle de Reproducdo (CR) do extrato de P. sanguineus. (A) extrato etandlico (B)
extrato aquoso.

DISCUSSAO

O fungo Pycnoporus sanguineus possui uma atividade antimicrobiana, reconhecida pela
presenca da substancia cinabarina (SAMANIA et al., 1998), Entretanto, existem poucos
trabalhos sobre o efeito de metabdlitos de fungos com atividade acaricida. Testes de
toxicidade realizados com camundongos (Mus musculus) mostraram que substancias
presentes no fungo Pycnoporus sanguineus ndo afetam, negativamente, animais (SMANIA JR
et al., 2003). Os resultados deste estudo mostraram a eficiéncia acaricida dos extratos aquoso
e etanodlico do carpdforo de P. sanguineus em relacdo a inibicdo da oviposicdo e eficiéncia
reprodutiva de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus, o que permite inferir, corroborando
Smania et al. (2003), que esta atividade, possivelmente, ndo provocaria danos aos animais
vertebrados.

A eficiéncia sobre o indice de oviposicdo demonstrado neste estudo para os extratos de
P. sanguineus sdo comparaveis a resultados obtidos com extratos vegetais. Machado et al.
(2013) utilizando extratos aquoso, etandlico e de acetato de etila de Lonchocarpus floribundus

(Timbo) sobre fémeas ingurgitadas de carrapatos do género Rhipicephalus, atingiu a inibicao
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de 100% de oviposicdo em altas concentragOes. Os resultados deste trabalho, entretanto,
evidenciaram o mesmo percentual de inibicdo em concentragdes menores (5, 10, 20 mg/mL™).

Farias et al. (2012), estudando 6leo de semente de Carapa guianesis (Andiroba)
obteve, na concentracdo 20%, a inibicdo da oviposicdo de 100%, resultado semelhante ao
obtido com o extrato alcoodlico na presente pesquisa, na mesma concentragdo. O mesmo
ocorreu no estudo de Pires et al. (2007), que testaram o extrato aquoso de Simarouba
versicolor, St. Hill.

O oleo de Azadirachta indica (Nim), em diversas concentragdes, foram analisadas por
Fernandes et al., (2010) em testes de imersdo de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus, e
obtiveram uma inibicdo do indice de oviposi¢cdo em torno de 3%, concentracdo menor em
comparacado aos resultados obtidos no presente trabalho, que obteve uma inbicdo de 46% para
extrato aquoso e de 72% para o extrato alcodlico nesta concentracao.

Broglio-Micheletti et al.(2009) trabalhando com extratos organicos alcoolicos na
concentracdo 2% de varias partes, de diferentes vegetais, demonstrou a inibicao de oviposicao
mais eficiente para o extrato de semente de Annona muricata L.(Annonaceae) (graviola) com
valores chegando a 100%, valor que, neste estudo, foi obtido com o extrato alcodlico na
concetragdo de 20 mg/mg .

Lazéro et al. (2012), entretanto, testando extrato vegetal aquoso de Calotropis procera
Aiton (algoddo de seda) para o controle reprodutivo de carrapato do género Rhipicephalus,
obtiveram controle de 98,5 % na concentracdo 5%, em comparacdo aos resultados o extrato
alcoolico obteve 100% de controle reprodutivo na concentragdo de 20mg/mL™2.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram resultados similares aos encontrados
por Farias et al. (2012) que estudaram o efeito do 6leo de Carapa guianensis (Andiroba) na
interrupcado do ciclo reprodutivo de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Anocentor nitens e
Rhipicephalus sanguineus (acari: ixodidae).

Em comparacdo aos acaricidas sintéticos comerciais mais utilizados no controle de
carrapatos, o extrato alcoolico obteve um resultado semelhante a pesquisa de Silva et al.
(2005), que obtiveram um controle de 100% com Amitraz. Ressalta-se que este composto
pertence ao grupo das formamidinas (ou amidinas), substancia utilizada no controle do
carrapato bovino, que possui uma toxicidade minima para bovinos e humanos, néo
apresentando periodo de retengdo na musculatura desses animais (JONSSON; HOPE, 2007).
Estudando os efeitos dos acaricidas Amitraz 12,5% e cipermetrina para 0 género
Rhipicephalus, Vita et al. (2014) obtiveram controle de 100% na concentracdo de 1:10, acima

da diluicdo indicada pelo fabricante (1:500). Enquanto Nakatani et al. (2012) utilizando
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acaricidas comerciais puros e associagdes entre eles, para 0 mesmo género, obtiveram 100%
de controle apenas com Triclorfon, o restante dos acaricidas e, de suas associagdes, obtiveram
um controle abaixo de 85%.

Em carrapatos ixodideos, cada teledgina ingere em torno de trés mililitros de sangue
durante o parasitismo em determinado hospedeiro e, transforma 60% de sua massa corporal
em ovos (GONZALES, 2002). O sangue ingerido é digerido intracelularmente, sendo a
maioria das proteinas do sangue ingerida, convertida em vitelogenina (OBENCHAIN;
GALUN, 1982). Essa proteina € componente principal do vitelo e, é responsavel pelo
amadurecimento dos ovocitos. Compostos presentes nos extratos aquoso e alcodlico de P.
sanguineus podem estar inibindo a producdo da vitelogenina ou a converséo de sangue na
proteina, sabendo-se que o amadurecimento dos ovécitos ndo possui uma sincronia, podendo
ser encontrado em uma mesma fémea, diferentes fases de desenvolvimento.

Outra possivel forma de acdo dos extratos aquoso e alcodlico de P. sanguineus na
diminuicdo significativa do indice de oviposicdo, pode ser comparada a acdo das
formamidinas, que segundo Spinosa et al. (2006), agem inibindo a liberacdo dos ovos de
teledginas, impedindo a contracdo da musculatura genital, consequentemente, diminuido a
massa de ovos liberada pela fémea ingurgitada de R. sanguineus.

Os resultados obtidos na pesquisa mostram uma eficiéncia do extrato alcodlico frente a
eficiéncia reprodutiva do R. sanguineus, obtendo um controle 100% na concentracdo 20%.
Ressalta-se que Ministério da Agricultura (BRASIL, 1990) considera eficaz quando a
eficiéncia do carrapaticida € igual ou superior a 95%, para ser utilizado de forma efetiva no
controle parasitario.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram que os extratos aquoso e alcodlico do
carpéforo de P. sanguineus diminuiram a ovipostura de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus.
Sugere-se que, em futuros estudos, realizados com a espécie, sejam abordados temas sobre a
composicdo quimica do extrato de carpéforos de P. sanguineus, evidenciando principios
ativos responsaveis por sua acgdo acaricida, permitindo a legalizacdo de patentes e,

consequente, regularizacao de produtos derivados.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que 0s extratos aquosos e etanélicos
obtidos de carpoforos de P. sanguineus possuem atividade acaricida no carrapato canino

Riphicephalus sanguineus. Sua utilizacdo resulta na inibicdo da oviposicdo e,
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consequentemente, uma acentuada reducdo da atividade reprodutiva da espécie. A
concentracdo indicada para o controle do carrapato é a de 5%, obtida no extrato alcodlico,
concetracao que atingiu os niveis 6timos de controle. A abundancia desta espécie de fungo na
Amazonia e, a facilidade de obtencdo destes extratos, fazem da espécie P. sanguineus um
potencial a ser explorado, ndo apenas economicamente, mas com beneficios ecoldgicos
gerados pela substituicdo de produtos quimicos sintéticos, reconhecidamente, danosos ao
ambiente. Em estudos futuros, € fundamental que seja determinada a composicdo destes

extratos, evidenciando os compostos quimicos responsaveis pela acdo acaricida observada.
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