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RESUMO

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é o ectoparasita mais importante para
pecuaria nacional. Esse acaro causa grandes prejuizos econdmicos, estimados em torno de
dois hilhdes de ddlares, a pecuaria brasileira. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
biolégica de extratos acetato de etila, etanolico e aquoso de raizes de Lonchocarpus floribundus
sobre o carrapato bovino R. (B.) microplus. Para avaliar a atividade acaricida sobre fémeas
ingurgitadas, foram coletados carrapatos adultos em bovinos infestados artificialmente. Os
carrapatos foram separados em grupos de dez individuos, pesados e imersos, separadamente,
nos extratos de raizes de L. floribundus, nas concentragbes de 5, 25, 50, 75 e 100 mg.ml™,
durante cinco minutos. Para a avaliacdo em larvas, foram utilizados individuos de 14 a 21 dias,
os quais foram imersos nos extratos nas concentracées de 1, 5, 10, 15 e 20 mg.ml™. Apds o
tratamento, cada grupo foi colocado em estufa incubadora tipo B.O.D. a 27 £ 1 € e umidade
relativa de 80 + 5%. As taxas de mortalidade de fémeas ingurgitadas e larvas foram avaliadas
durante seis dias e 24 horas respectivamente. As taxas de oviposi¢do foram avaliadas no
décimo quinto dia apos os tratamentos. A eficiéncia reprodutiva e controle de reproducédo foram
avaliados no décimo quinto dia apés a pesagem dos ovos. O experimento foi inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos, cinco repeticbes e um grupo controle. Os dados foram
analisados por analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey (P < 0,05). Os extratos
avaliados nao foram suficientemente téxicos para induzir mortalidade de fémeas ingurgitadas
acima de 50%. Os extratos acetato de etila e etandlico induziram 100% de mortalidade de
larvas. Entretanto, quanto aos valores de concentracdo letal mediana (CLsp), 0 extrato etandlico
(CLso = 2,13 mg.mI™) foi mais téxico que o extrato acetato de etila (CLs, = 4,09 mg.ml™?). O
extrato etandlico estimou Cls, de 3,03 mg.ml'l, sendo mais toxico que os demais extratos
guanto a este pardmetro de avaliacdo. Entre os trés extratos avaliados, os extratos acetato de
etila e etandlico apresentaram os melhores resultados quanto ao controle de reproducao de R.
(B.) microplus, atingindo 100% na concentracdo de 5 mg.ml™. Os extratos de raizes de L.

floribundus apresentaram atividade biolégica sobre carrapato bovino.

Palavras - chave : Extratos vegetais, carrapato, fémeas ingurgitadas, acaro, Boophilus.
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ABSTRACT

The tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus is the most important ectoparasite national
livestock. This mite cause large economic losses, estimated to be about two billion dollars, to the
Brazilian livestock. The aim of this work was to evaluate the biological activity of ethyl acetate,
ethanol and aqueous extracts of Lonchocarpus floribundus roots on catte tick R. (B.) microplus.
To evaluate the acaricidal activity on engorged females were collected adults ticks in cattle
artificially infested. The ticks were separated into groups of ten individuals, weighed and
immersed in L. floribundus roots extracts at concentrations of 5, 25, 50, 75 and 100 mg.ml'1 for
five minutes. For the evaluation larvae, individuals were used from 14 to 21 days, which were
immersed in the extracts at concentrations of 1, 5, 10, 15 and 20 mg.ml™. After treatment each
group was placed in incubator B.O.D. at 27 £ 1 T a nd relative humidity of 80 + 5%. Engorged
females and larvae mortality rates were evaluated for six days and 24 hours respectively.
Oviposition rates were evaluated over fifteenth day after the treatments. Reproductive efficiency
and control of reproduction were evaluated over fifteenth day after weighing eggs. The
experiment was completely randomized with five treatments, five replicates and a control group.
The data were analyzed by analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test (P < 0.05). The
extracts evaluated were not toxic enough to induce mortality of engorged females over 50%. The
ethyl acetate and ethanol extracts induced 100% mortality of larvae. However for values of
median lethal concentration (LCsg), the ethanol extract (LCso = 2.13 mg.ml'l) was more toxic than
the ethyl acetate extract (LCso = 4.09 mg.ml™). The ethanol extract estimated ICs, of 3.03 mg.ml°
! and it was more toxic than the other extracts on this parameter. Among the three extracts
evaluated, the ethyl acetate and ethanol extracts showed the best results for the control of
reproduction of R. (B.) microplus, reaching 100% at concentration of 5 mg.ml*. The

L.floribundus roots extracts showed biological activity on cattle tick.

Keywords: Vegetable extracts, tick, engorged females, mite, Boophilus.



1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho de bovinos do mundo, totalizando 205.292
milhdes de cabegas no ano de 2009 (IBGE, 2010), sendo que o agronegocio de carne
bovina sustenta, no Brasil, algumas dezenas de segmentos industriais diferentes,
produzindo 10 milhdes de toneladas de alimentos, respondendo por 20 milhGes de
empregos e injetando U$$ 5,1 bilhdes na economia, somente por meio das exportacdes.
Com a inclusao do beneficiamento e comércio do couro, as exportacdes alcancaram U$ 9,2
bilhdes em 2009 (ROSA, 2009).

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é o ectoparasita mais importante
para pecuaria nacional. Esse acaro causa grandes prejuizos econbmicos, como a
diminuicdo na producao de leite, no ganho de peso, na natalidade e na qualidade do couro,
sendo importante, também, na transmissédo de doencas que ocasionam eventuais mortes no
rebanho (SOUTELLO, 2008).

O uso de acaricidas sintéticos € o principal instrumento de controle de R. (B.)
microplus (VARGAS et al., 2003; LABRUNA, 2008). Esses quimicos sintéticos caracterizam-
se por apresentarem alta toxicidade, aumento de riscos para a saude humana,
contaminagédo de nascentes dos rios e diminuicdo da biodiversidade (MELO e AZEVEDO,
2000; LACEY et al., 2001), além de que o uso inadequado desses produtos, muitas vezes
devido a falta de um plano de orientacdo aos pecuaristas, ocasiona o aparecimento da
resisténcia em populac¢des de carrapatos no campo.

O uso de extratos vegetais € um dos métodos alternativos de controle do &caro
bovino que vem sendo pesquisado. O uso de plantas toxicas e medicinais no controle de
pragas é de grande importancia para a agricultura e para o desenvolvimento sustentavel. A
grande diversidade de plantas encontradas na Amazénia possibilita a pesquisa de novos
produtos que poderdo vir a substituir ou diminuir o uso de acaricidas sintéticos (SILVA,
2008).

Na Amazbnia, existem inumeras plantas que se destacam pelo grande potencial

econdmico por apresentarem, nas suas composi¢cfes quimicas, metabodlitos secundarios



com atividades inseticida, acaricida, fungicida e bactericida, dentre elas, a espécie
Lonchocarpus floribundus (CORREA, 2006).

A investigacdo de possibilidades de manejo, utilizando recursos de origem natural,
para controlar o carrapato dos bovinos, como o0 uso de moléculas vegetais com potencial
acaricida, podera proporcionar o desenvolvimento de métodos viaveis para reduzir a
contaminacdo quimica na pecuaria e minimizar um dos grandes problemas enfrentados

pelos pecuaristas: o aumento da resisténcia de R. (B.) microplus aos acaricidas sintéticos.

1.1 O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

1.1.1 Consideracoes gerais

De acordo com Corréa (1976), os carrapatos sao animais metazoarios de simetria
bilateral, pertencentes ao filo Artropoda, classe Arachnida, ordem Acarina, superfamilia
Ixodoidea, Familia Ixodidae. Estudos de filogenia molecular mostraram evidéncias de que o
género Rhipicephalus inclui as cinco espécies de Boophilus, sendo esta considerada um
subgénero de Rhipicephalus (MURRELL e BARKER, 2003).

Figura 1 — Fémea de R. (B.) microplus ovipositando. Foto: Machado, A.F., 2011.



O carrapato Bovino R. (B.) microplus foi introduzido na maioria dos paises tropicais e
subtropicais com as primeiras importacdes de bovinos zebuinos (Bos indicus), provenientes
do continente asiético, do qual o carrapato € originario. Este 4caro encontra-se distribuido
nos rebanhos da Ameérica, Africa, Asia e Oceania entre os paralelos 32° Norte e 32° Sul
(HOOGSTRAL, 1985; GONZALES, 1975; LEAL et al., 2003) e representa 0 maior interesse
econdmico entre as espécies de ixodideos no continente sul, centro americano e México
(MARTINS et al., 2006), sendo que seu desenvolvimento se completa em duas fases: uma
parasitaria, que ocorre sobre o hospedeiro ingerindo linfa, substratos teciduais e sangue; e
outra de vida livre, no solo, ap6s abandonar seu hospedeiro. Seu ciclo de vida consiste em
trés fases: larva, ninfa e adulto (ROCHA, 1997; PEREIRA e LABRUNA, 2008). Suguisawa e
Soutello (2004) reportam que o carrapato bovino R. (B.) microplus € um parasita
hematofago, que ingere 0,5 a 3 ml de sangue ao longo de sua vida, comumente encontrado
em regides intertropicais (cerca de 74% do territério na América Latina e aproximadamente
96% nos municipios brasileiros).

De acordo com Gonzales (2003), além de outros fatores ambientais, como
temperatura ambiente e umidade relativa, as condicbes de maior ou menor alagamento do
terreno exercem forte influéncia sobre a biologia dos ixodideos. Apesar de ser uma espécie
tipica de bovinos, outros animais podem vir a servir como hospedeiros alternativos para R.
(B.) microplus, como equinos, ovinos, bubalinos (GONZALES, 1975), caprinos (PRATA et
al., 1999), caninos (FRANQUE et al., 2007) e cervideos, (SZABO et al.,, 2003). Estes
ultimos talvez tenham sido hospedeiros primitivos dessa espécie de carrapato, adaptada,
posteriormente, aos ruminantes domeésticos (BECHARA et al., 2000; CAMPOS PEREIRA et
al., 2000)

O carrapato bovino possui grande importancia para a pecuaria brasileira e de outros
paises do mundo. Parasita, aproximadamente, 75% da populacdo bovina mundial,
produzindo perdas diretas pela acdo toxica da picada e a espoliacdo do organismo do
bovino pela alimentacdo, sugando linfa e sangue (CORDOVES, 1997; SUGUISAWA e
SOUTELLO, 2004); e indiretas, pois além do custo para combaté-lo, esse ixodideo atua
como vetor de organismos patdégenos aos hospedeiros, destacando-se no Brasil dois
géneros: Anaplasma e Babesia responsaveis pelo complexo conhecido como "tristeza
parasitaria bovina" que causa importantes prejuizos ao sistema de producéo (VIDOTTO et
al., 2008; TERUEL et al., 2009).

Grisi et al. (2002) relataram que as perdas econdmicas causadas por esse
ectoparasita sdo em torno de dois bilhGes de doélares ao ano. Valores que resultam da
diminuicdo de ganho de peso, de gastos com ectoparasiticidas, da diminuicdo da producédo

de leite, da depreciacdo do couro e de lesGes contaminadas.



1.1.2 Ciclo de vida do carrapato bovino

O ciclo de vida do carrapato R. (B.) microplus divide-se em fase de vida livre e fase
de vida parasitaria, sendo que um parasita utiliza um Unico hospedeiro no seu ciclo evolutivo
(VIVAN, 2005).

O ciclo evolutivo inicia com a copula. O macho € pequeno e se coloca sob a fémea
que estd fixada no couro do bovino. Este utiliza o hip6éstomo (rostro) e introduz um
espermatoforo no orificio genital. A fémea adulta é fecundada e, na fase final de
ingurgitamento, desprende-se do bovino e cai no pasto, iniciando a postura no terceiro dia,
com duracao de aproximadamente 12 dias (GONZALES, 1975). Durante a oviposi¢do, uma
estrutura glandular conhecida como 6rgdo de Gené, localizado dorsalmente na regido
anterior do idiossoma das fémeas, reveste 0s ovos com cera impermeabilizante, de natureza
lipidica, fundamental para a manutengdo do equilibrio hidroeletrolitico, e substancias de

propriedades antioxidantes e antibidticas (ARRIETA et al., 2006).

Figura 2 - Ciclo de vida simplificado do R. (B.) microplus 1- larva infestante
realizando a fixacdo no bovino; 2- ninfa; 3- teledgina em estagio final de
ingurgitamento (Fase parasitaria); 4- teleégina logo apds desprendimento, em
periodo de postura no solo; 5- ovos, no solo, em periodo de incubacéao; 6-
larva, no solo, em periodo de incubagéo (Fase de vida livre) ( ANDREOTTI,
2002).



Em condi¢Bes adversas, como baixa temperatura, a teledgina, embora nédo faca a
postura, ndo morre, aguardando condi¢Bes favoraveis para reiniciar o processo. Dessa
forma, o periodo de postura pode prolongar-se por véarios dias, até meses, dependendo das
condicdes climaticas (GONZALES, 2003).

A fase parasitaria tem inicio com a fixacdo das larvas no hospedeiro suscetivel e
termina quando os adultos incluindo as fémeas fecundadas e ingurgitadas caem do
hospedeiro. A fase ndo parasitaria, em sintese, comeca com a teledgina (fémea
ingurgitada), depois que se desprende do hospedeiro, caindo no solo, para realizar a
oviposicdo. Essa fase termina em uma de quatro alternativas: 1) as larvas oriundas dessas
fémeas acessam ao hospedeiro suscetivel; 2) a fémea morre, sem realizar oviposicdo; 3)
produz ovos inférteis; 4) ou as larvas morrem sem alcancar o hospedeiro. Assim, o inicio e 0
término do ciclo acontecem quase sempre no pasto, onde geralmente interagem o parasito,
0 hospedeiro e 0 ambiente (PEREIRA, 1982).

Os carrapatos possuem um dos maiores potenciais bidticos entre os componentes
do filo arthropoda (OLIVER, 1989), podendo cada fémea de R. (B.) microplus, dependendo
do tamanho do seu corpo ingurgitado, dar origem a mais de 3.000 ovos. Entretanto as
condicdes ambientais e o grau de resisténcia do hospedeiro influenciam no tempo de
duracdo do ciclo de vida do carrapato e no peso das teledginas (HEWETSON, 1972;
CARDOSO, 2000; FRAGA et al., 2003).

1.1.3 Resisténcia de R. (B.) microplus a acaricidas sintéticos

A resisténcia aos carrapaticidas comerciais surgiu como um problema em varios
paises, especialmente, com relacdo aos carrapatos R. (B.) microplus (MARTINS, 2004).
Apesar das inUmeras pesquisas relacionadas a biologia, ecologia e epidemiologia do
carrapato, e ao diversificado arsenal da industria quimico-farmacéutica, ainda é muito dificil
manter esse parasitismo compativel com a producdo (BORDIN, 1998).

O desenvolvimento das drogas quimicas foi um progresso consideravel para o
controle dos parasitos, contribuindo para o aumento da producdo e da produtividade animal
em todas as regides do mundo. Entretanto, gradativamente, os parasitos foram
desenvolvendo mecanismos de defesa e criando sistemas para contornar a acdo dos
guimicos. Resisténcia aos carrapaticidas arsenicais, organoclorados, organofosforados,
piretréides sintéticos, amidinas e mais recentemente em relagdo as lactonas macrociclicas
tem sido relatado (MARTINS et al., 2003).

Os principais mecanismos utilizados pelos carrapatos resistentes para sobreviver aos
acaricidas sdo: a reducdo da taxa de penetracdo do produto alterando o tegumento externo;

as mudancas no metabolismo; e mudancas no local de acdo do produto (FURLONG, 2000).



As principais caracteristicas da resisténcia apresentadas pelos carrapatos sao
genéticas e de carater irreversivel, ou seja, filhos de pais resistentes também serédo
resistentes, e se houver estabelecimento da resisténcia a um produto, a suspensao do uso
do mesmo por um determinado periodo de tempo ndo o habilitara a um novo uso eficaz
(GONZALES, 2003).

Em termos gerais, 0 uso de carrapaticidas é orientado basicamente pela pressédo do
mercado, havendo um grande vacuo em informacao técnica com relacdo ao melhor uso dos

mesmos e a informacao sobre a bioecologia dos carrapatos (MARTINS, 2004).

1.1.4 Controle de R. (B.) microplus

Para o controle de R. (B.) microplus sdo utilizadas medidas curativas quando
necessario e o bem sucedido controle estratégico, que € feito com base no conhecimento do
ciclo de vida do parasita e no seu grau de infestagdo em relagcdo aos periodos de maior e de
menor precipitacdo, visando a evitar altas infestacfes nos animais e, com isso, diminuir 0s
prejuizos (BRAGA, 2002).

Para efetuar um bom controle do carrapato é preciso conhecer a sua taxonomia e a
sua biologia. A busca do conhecimento para 0s processos relacionados a producgéo
agropecuaria é fundamental para evitar os desequilibrios que ocorrem nos sistemas de
produgdo, como vém ocorrendo com as endo e ectoparasitoses (CORDOVES, 1997).

Segundo Hoffman (2002), na bovinocultura os principais parasitas podem ser em
grande parte controlados a partir do conhecimento de sua biologia e do ecossistema do qual
fazem parte. Os carrapatos, na fase de vida livre no ambiente, podem ser atacados ndo por
produtos quimicos, mas por seus inimigos naturais, principalmente, passaros insetivoros,
pelos fatores ambientais adversos e pela auséncia do hospedeiro.

Na regido norte, existem poucas alternativas de tratamento estratégico em funcgao
das condi¢des climaticas adequadas ao desenvolvimento e a sobrevivéncia do carrapato
durante o ano todo. Apenas nos meses de agosto a outubro existe uma tendéncia a
diminuicdo dos carrapatos na pastagem, possibilitando uma pequena chance de controle
estratégico (FURLONG, 2005).

A maior parte da populacdo dos carrapatos (95%) esta na pastagem e apenas 5%
dos mesmos estéo nos animais (FURLONG, 2000). Apesar disso, sabe-se que a maior parte
dos tratamentos é realizada somente a partir do momento que as formas parasitarias séo
evidenciadas. Os Produtores geralmente combatem o parasita na propriedade apenas
aplicando produtos carrapaticidas sobre os animais, e esta Unica tarefa € realizada sem a
menor atengéo e capricho (FURLONG, 2005; MENDES et al., 2008).



O uso de acaricidas vem sendo a medida de controle profilatico e terapéutico mais
comum contra o carrapato bovino (BULLMAN et al., 1996). Entretanto nos ultimos anos, o
controle do carrapato, realizado principalmente com acaricidas sintéticos, vem se tornando
cada vez mais dificil, devido o desenvolvimento da resisténcia desses ectoparasitas a
diversas geracOes de acaricidas (VIEIRA et al., 2003).

Um controle eficiente do carrapato em uma propriedade depende de varios fatores
relacionados com o rebanho (tamanho, racgas, cruzamentos), com as pastagens (variedades
e lotacdo), parasitos (nUmero de geracdes, eficacia dos parasiticidas), sistema de producéao,
clima, época do ano e outros fatores (ALMEIDA, 2005).

As pastagens estdo diretamente relacionadas as populaces de carrapatos. Elas tém
um papel muito importante na protecdo da fémea ingurgitada durante a oviposicao,
garantindo uma evolucao dos ovos total e rapida. Elas atuam amenizando as temperaturas
altas ou baixas e também conservando uma elevada umidade relativa. Esta situacao ocorre
nos campos com pastagens muito altas e naqueles com vegetacBes arbustivas e matas
(GONZALES, 1975). Assim, o mau manejo das pastagens constitui-se uma fonte de
desequilibrio da populacéo de carrapatos, por isso se recomenda a rotacao de pastagens,
pois, por meio deste processo, existe uma interrupg&o no ciclo do parasito (CASTREJON et
al., 2003).

Outros métodos de controle do carrapato bovino tém sido pesquisados, como o
controle biol6gico (GONZALES, 2003) utilizando patdégenos, como o fungo Metarhizium
anisopliae (GARCIA, 2008; LEEMON e JONSSON, 2008; GARCIA et al., 2011) e bactérias,
como a Cedecea lapagei (BRUM, 1988).

Kaaya e Hassan (2000) registraram a importancia dos fungos entomopatogénicos
como biopesticidas promissores para o controle biolégico de carrapatos. No entanto, os
fungos sé@o os patdégenos mais frequentemente encontrados em populagcédo de acaros. Por
isso 0 controle biolégico por fungos entomopatogénicos tem-se apresentado como uma
alternativa para o problema da utilizacdo dos acaricidas (BITTENCOURT et al., 1995;
FRAZZON et al., 2000).

O desenvolvimento e emprego de vacinas especificas tém sido também pesquisados
para controlar R. (B.) microplus (WILLADSEN, 1997), sendo seu principal efeito a reducéo
da capacidade reprodutiva do parasito, promovendo um controle progressivo do nimero de
carrapatos (ALMEIDA, 2005). Atualmente, o controle por meio de vacina utiliza uma proteina
de superficie de células do endotélio do tubo digestivo de R. (B.) microplus, a Bm86
(WILLADSEN et al., 1989; ANDREOTTI, 2004).

O desenvolvimento de uma vacina polivalente, usando diferentes antigenos com
efeito em diferentes fases de vida e impedindo o funcionamento de pontos importantes na

vida do carrapato, vai permitir aumentar a eficiéncia no controle e dificultar a pressédo de



selecdo nas populacbes de carrapato, porém o procedimento é caro e complexo
(PATARROYO et al.,, 2002; SALCEDO, 2005), e apesar da eficacia demonstrada, essas
vacinas tiveram, na préatica, um impacto relativamente reduzido sobre o controle de R. (B.)
microplus, principalmente, devido a complicadas razfes comerciais e cientificas
(WILLADSEN, 2006). Entre os problemas observados, merece destaque a baixa
suscetibilidade de determinadas populagbes de carrapato as vacinas comerciais (GARCIA,
1999).

O cruzamento com racas bovinas resistentes ou menos suscetiveis € outra forma
eficiente e econ6mica de controle do carrapato. Os zebuinos sdo naturalmente resistentes
ao R. (B.) microplus (VERISSIMO, 2004).

Produtos obtidos da extracdo de principio ativo encontrado em plantas (repelentes e
parasiticidas naturais) devera ser uma linha de pesquisa importante e promissora (BRAGA,
2002).

1.2 Plantas e acaricidas sintéticos que apresentam atividade sobre R. (B.)
microplus

No Brasil, trabalhos utilizando éleos emulsionaveis de eucalipto (Eucalyptus spp.) e
pimenta de macaco (Piper aduncum) (SILVA et al., 2009), rotendides extraidos dos timbds
(Derris urucu) (VERISSIMO, 2004), (Dahlstedtia pentaphylla) (PEREIRA e FAMADAS, 2004)
e azadiractina presente em plantas da familia Meliaceae (Melia azedarch) (BORGES, 2003)
mostram-se promissores no controle de R. (B.) microplus.

O Brasil, na primeira metade do século XX, foi um grande produtor e exportador de
inseticidas vegetais, como a rotenona (extraida das raizes e rizomas de Lonchocarpus sp. e
Derris sp.), piretro (extraido de flores de Chrysanthemum cinerariefolium) e nicotina
(extraida de folhas de Nicotiana tabacum). Entretanto, seguindo a tendéncia mundial, ap6s
0s anos 50, passou a utilizar, principalmente, os produtos sintéticos, cujos efeitos danosos
foram posteriormente conhecidos (MARTINEZ, 2002).

De 1950 a 1970, apés a segunda guerra mundial, houve uma explosédo na sintese e
consumo de produtos sintéticos como DDT, BHC, Aldrin, Dieldrin e Clordano, que foram
usados, indiscriminadamente, nesse periodo. A resisténcia ndo tardou a aparecer e esse foi
um dos motivos que impulsionou a pesquisa de novos inseticidas (CARSON, 1962).

Existe a necessidade de maior orientagdo de técnicos e produtores sobre o uso de
alternativas para o controle do carrapato e aplicacdes estratégicas de carrapaticidas, o que
prolongaria sua a vida util, pois quanto maior a presséo para uso de acaricida sintético, mais

rapida a selecdo de populacdes resistentes (FARIAS et al., 2008).



Plantas usadas em processos de controle de R. (B.) microplus, como o uso do
extrato de capim-cidreira (Cymbopogon citratus) (HEIMERDINGER, 2005) e o fumo
(Nicotiana tabacum) (OLIVO et al., 2009) demonstram a possibilidade do uso de
fitoterapicos. Portanto ha necessidade de maior nUmero de estudos para utilizagdo de tais

produtos de maneira eficiente e econémica.

1.3 O género Lonchocarpus e outros timbos

Apesar do Brasil possuir, aproximadamente, 55.000 espécies de plantas e ser
considerado o pais com o maior numero de espécies no mundo, estudos sobre possiveis
efeitos terapéuticos dessas plantas sdo muito reduzidos (DI STASI, 1996). Atualmente, com
processos mais apurados de pesquisa, de separacdo e quantificacdo de principios ativos,
pode-se encontrar e medir com sucesso substancias presentes em plantas (TAYLOR et al.,
2001).

Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, a biodiversidade pode ser usada
para ajudar a grande massa de produtores no setor primario, carentes de recursos, a reduzir
sua dependéncia de insumos quimicos de dificil acesso e elevado custo (ALTIERI et al.,
2003).

O género Lonchocarpus Kunth pertence a subfamilia Papilionoideae dentro da
familia Leguminosae. E considerado um téxon bastante complexo com cerca de 150
espécies registradas. No Brasil, sua ocorréncia esté restrita a 24 espécies (MAGALHAES et
al., 1996, 2007).

Este género apresenta distribuicdo predominantemente neotropical, sendo um
importante componente das formacdes florestais da América Central e do Sul. Apenas duas
espécies, L. sericeuse L. capassa, sdo encontradas na Africa do Sul (AGANGA e MOSASE,
2001; TOZZI e SILVA, 2007).

Caminha Filho (1940) cita as variedades de timbd mais conhecidas no norte
brasileiro, dentre elas: Lonchocarpus nicou Benth (timbd macaquinho), Lonchocarpus urucu
Killip (timbé vermelho), Lonchocarpus floribundus Benth (timbé venenoso), Derris
guianenses Benth (timbé da mata), Derris negrensis Benth (timborana de Gurupd),
Tephrosia brevipes Benth (timb6 do campo), Tephrosia nitens Benth (timbo ajaré€) e outros.

Outra espécie de timbd usada como planta inseticida e de taxonomia préxima a
Lonchocarpus é a Derris elliptica, estudada primeiramente por Kazuo Nagai, em 1902, foi
levada da Asia Tropical para o Jap&o. Nagai observou que o principio ativo dessa planta era
um produto cristalino, ao qual foi dado o nome de rotenona (CORBETT, 1940).

Posteriormente, essa espécie conhecida como tuba, toeba ou timbé asiético foi introduzida
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em Parintins-AM por imigrantes japoneses, possivelmente, para uso como inseticida e
adubo verde (LIMA e COSTA, 1991).

e RE

Figura 3 — L. Floribundus. Foto: Machado, A.F. (2010)

A atividade inseticida de extratos aquoso e alcodlico de varias partes de plantas de
treze espécies vegetais da Amazonia brasileira em adultos de vaquinha do feijoeiro
(Cerotoma tingomarianus) foi avaliada por Fazolin et al. (2002). O extrato alcodlico de Derris
spp. (timbd), contendo rotenona, foi 0 que induziu a maior porcentagem de mortalidade de
C. Tingomarianus, com valores variando de 15,1 a 26,8%.

Marifios et al. (2004) utilizando extrato de raiz de Lonchocarpus utilis sobre larvas de
mosquito (Anopheles benarroch), observou que 3,1g/L controlou 80% da populacdo desse
inseto em 12 horas e 90% em 24 horas.

Em pesquisas realizadas para avaliar a toxicidade de extrato de Derris amazonica
sobre adultos de Cerotoma arcuatus, verificou-se que esse extrato, contendo 3,7% de
rotenona, induziu a mortalidade de insetos superior a 80% (ALECIO, 2007).

A rotenona € um composto inseticida presente em plantas leguminosas do género
Lonchocarpus, Derris, e Tephrosia na América do Sul, as quais sdo popularmente
conhecidas como timbo6 ou cube (CAMINHA FILHO, 1940; KATHRINA e ANTONIO, 2004;
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WIESBROOK, 2004) e suas caracteristicas inseticidas foram reconhecidas desde o século
XIX (CAMINHA FILHO, 1940).

Estudos fitoquimicos realizados em varias espécies de Lonchocarpus, previamente
investigadas, permitiram a caracterizacdo de diversos metabdlitos secundarios, incluindo os
estilbenos, triterpenos e derivados de acido benzdico. Foi encontrada também uma grande
diversidade estrutural de flavondides, o qual é caracteristica dominante neste género
(IOSET et al., 2001; MAGALHAES et al., 1996, 2007).

Nas raizes de Derris spp. e Lonchocarpus spp., foram encontradas seis substancias
denominadas rotendides: a rotenona, eliptona, sumatrol, malacol, 1-alfa-toxicarol e deglelim.
As cinco Ultimas substancias tém composicdo semelhante a rotenona, porém esta é de
cinco a dez vezes mais toxica para os insetos que os demais rotendides (MARICONI, 1981).

Essas substancias matam os insetos bloqueando a respiracdo celular. Ao contrario
dos outros inseticidas, a rotenona ndo é uma neurotoxina e funciona como inibidor do
complexo | da cadeia transportadora de elétrons, atuando entre o NAD+ (uma enzima
envolvida nos processos metabdlicos de oxi-reducdo) e a co-enzima Q (co-enzima
responsavel pelo transporte de elétrons na cadeia respiratoria), ocasionando problemas nas
fungbes respiratdrias. Comercialmente, o0s extratos que contém rotenona variam na
composicao de rotendides, de acordo com a origem da planta (SANTOS, 2002).

Pinto (1953) apud Costa (1996) empregou a rotenona como carrapaticida com
sucesso, como também recomendou 0 seu uso no tratamento de pediculoses e no combate
a bernes e piolhos. Costa (1996) relatou que o suco leitoso da raiz de Lonchorcarpus nicou

usado na lavagem de gados, nas montanhas andinas, foi eficiente para matar carrapatos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar a atividade biol6gica de extratos acetato de etila, etandlico e aquoso de

Lonchocarpus floribundus sobre o carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

2.2 Especificos

. Avaliar o efeito acaricida de extratos acetato de etila, etandlico e aquoso de L.
floribundus em fémeas ingurgitadas e larvas de R. (B.) microplus;

. Verificar a toxicidade de extratos de L. floribundus sobre a postura e ecloséo dos
ovos em fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus;

. Determinar a eficiéncia reprodutiva e controle de reproducgéo de fémeas ingurgitadas
de R. (B.) microplus, submetidas aos extratos acetato de etila, etandlico e aquoso de
L. floribundus;

. Estimar a concentracdo letal mediana (CLsy) de extratos de L. floribundus para
fémeas ingurgitadas e larvas de R. (B.) microplus e concentragdo inibitéria mediana

(Clso) para fémeas ingurgitadas.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor (IPVDF), no municipio de Eldorado do Sul - Estado do Rio Grande do Sul, no

periodo de fevereiro a maio de 2011.

3.1 Selegao e coleta do material botanico

As raizes de L. floribundus foram coletadas no Campus da Universidade Federal do
Amazonas (3%'4.58"S; 59%58'46.10"0), no municipio de Manaus-AM, no més de junho de
2010.

3.2 ldentificacdo do material botanico

Uma parte do material botanico (raizes) foi colocada em uma prensa (exsicata) e
enviada ao herbério do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA), no qual foi
identificada por comparacéo com a exsicata de nimero 223876. As raizes foram colocadas
em sacos plasticos, devidamente etiquetados (data, nome do coletor e local da coleta) e
transportadas para o laboratério de Bioprospec¢cdo de produtos naturais, para

processamento. 223876

3.3 Secagem e processamento do material botanico

As raizes de L. floribundus foram lavadas com agua destilada cortadas em pequenos
cubos e distribuidas em folhas de jornal para secagem em casa de vegetacdo, a
temperatura de 37 £+ 5 C, durante sete dias. Posteriormente, foram trituradas em um
moinho do tipo martelo para reduzir o volume. Em seguida, foram acondicionadas em sacos
de papel de trés litros e colocadas em estufa, a temperatura de 37° C, durante cinco dias.
ApOs este periodo, foram novamente trituradas em um moinho do tipo faca, para obtencao
do pé das raizes, segundo metodologia descrita por Prista et al. (1981), com algumas

modificagcdes (Figura 4).
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Figura 4 - Raizes de timbg, distribuidas em folha de jornal, para
secagem em casa de vegetacao. Foto: Corréa (2005)

3.4 Obtencéo dos extratos

Os extratos foram elaborados pelo método de macerag¢do durante 48 horas. Foram
utilizados 4009 de raizes trituradas e 2 litros de cada solvente (acetato de etila, etanol 95% e
agua destilada), que foram colocadas em frasco Mariotte de 4,0 litros. ApOs a extragéo, 0s
extratos foram filtrados em papel de filtro e colocados em um frasco erlenmeyer de 2 litros.

Figura 5 — Raizes trituradas de L.
Floribundus sob maceragédo durante 48 h.
Foto: Machado, A.F. (2010).

Figura 6 — Filtragem de extrato de L.
floribundus. Foto: Machado, A.F. (2010).
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3.4.1 Extrato aquoso

Foram usados cinco recipientes de vidro, variando de 7 a 10 cm de didmetro e 10 a
15 cm de altura, nos quais o extrato filtrado foi distribuido. Os recipientes foram colocados
em aparelho liofilizador, a temperatura de -46C, n 0 qual permaneceram por cinco dias, para

obtencao do extrato bruto.

Figura 7 - Liofilizador em processo de desidratacédo do filtrado,
para obtencdo do extrato aquoso bruto. Foto: Machado, A.F.
(2010).

3.4.2 Extrato acetato de etila e etandlico

Os extratos filtrados acetato de etila e etandlico de raizes de L. floribundus foram
colocados em evaporador rotativo a 40 C, para eliminagdo dos solventes e obtencao dos
extratos brutos. Posteriormente, foram condicionadas em capela de fluxo para eliminagcéo

total dos solventes.

Figura 8 - Evaporador rotativo (A) e capela de fluxo laminar (B). Foto: Machado, A.F.
(2010).
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3.5 Coleta dos carrapatos
As fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus foram coletadas em bovinos no IPVDF.
As larvas foram obtidas por meio da postura de ovos das teledginas do terceiro ao décimo

dia.

3.6 Origem dos bovinos

Os bovinos utilizados tém como origem uma propriedade no municipio de Santa
Vitéria do Palmar, RS — Latitude 33° 31’ S e Longitude 53° 22’ O, 23 m altitude, temperatura
média anual de 16,5 °C, regido naturalmente livre da presenca do carrapato R. (B.)
microplus. Os bovinos foram transportados para a unidade de isolamento do IPVDF, no qual
ficaram estabulados. Foram utilizados quatro bovinos machos pertencentes a raca

holandesa (Holstein) com idade entre 14 e 16 meses.

Figura 9 - Bovinos oriundos do municipio de Santa vitéria do Palmar - RS em
isolamento. Foto: Machado, A.F. (2011).

3.7 Infestag&o dos bovinos

Para as infestacdes foram utilizados aproximadamente 2500 larvas (oriundas da
eclosdo de 125mg de ovos) de R. (B.) microplus, pertencentes a cepa “Séao Gabriel”, a qual
apresenta caracteristicas de resisténcia a organofosforados, piretroides e amidinicos e é
mantida em colénia no Laboratério de Parasitologia do IPVDF. As infestacfes foram
realizadas na regido do dorso e insercdo da calda dos bovinos com o auxilio de uma
seringa, previamente cortada na regido da agulha e lacrada com tecido de trama fina,
contendo as larvas. Vinte e um dias apds a infestacdo, as fémeas ingurgitadas foram

coletadas.
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Figura 10 - Seringa contendo aproximadamente 2500
larvas. Foto: Machado, A.F. (2011).

A

Figura 11 - infestacdo de bovinos com larvas de R. (B.) microplus na regido da insercéo
da calda (A) e no dorso (B). Foto: Machado, A.F. (2011).

3.8 Avaliagéo acaricida de L. floribundus

3.8.1 Avaliacao acaricida sobre fémeas ingurgitadas

Para avaliar a eficiéncia de L. floribundus como acaricida, foram utilizados os
extratos acetato de etila, etandlico e aquoso, nas concentracdes de 5, 25, 50, 75 e 100
mg.ml‘l. Os extratos acetato de etila e etandlico foram solubilizados em &lcool 100% e,
posteriormente, diluidos para alcool 50%.

Foram utilizadas 300 fémeas ingurgitadas coletadas e separadas em grupos de 10
(dez), pesadas de modo a manter um padrdo por grupo. Cada grupo foi imerso,
separadamente, nos extratos, nas concentracfes estabelecidas, durante cinco minutos,

conforme metodologia descrita por Drummond et al. (1973).
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Apo6s o tratamento, cada grupo foi colocado em placa de Petri e levado a estufa
incubadora tipo B.O.D., temperatura de 27 £ 1 C e umidade relativa de 80 + 5%.

As taxas de mortalidade foram avaliadas, diariamente, durante seis dias. As taxas de
oviposicao foram avaliadas no décimo quinto dia apds o tratamento. A eficiéncia reprodutiva
(ER) e controle de reproducao (CR) foram avaliados no décimo quinto dia apds a pesagem
dos ovos, conforme metodologia de Stendel (1980).

ER =PO x (% E)
PIF
%CR = ER (controle) — ER (tratado) x 100
ER (controle)

IO =PO
PIF
%I10 = 10 (controle) — IO (tratado) x 100

IO (controle)

PIF = Peso inicial da fémea

PO = Peso de ovos

%E = Percentual de eclosdo dos ovos

ER = Eficiéncia reprodutiva

%CR = Percentual de controle de reproducéo
IO = indice de oviposi¢éo

Concentragées (mg.ml-1)
dos extratos solubilizados

Figura 12 — Delineamento experimental para bioensaios utilizando fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus. Foto: Machado, A.F. (2011).
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3.8.2 Avaliacao acaricida sobre larvas

Para avaliar a eficiéncia de L. floribundus como larvicida, foi utilizado o teste de
imerséo de larvas, segundo metodologia descrita por Shaw (1966). Foram utilizados extratos
acetato de etila, etandlico e aquoso, nas concentracdes de 1, 5, 10, 15 e 20 mg.ml'l. Os
extratos acetato de etila e etanolico foram solubilizados em alcool 100% e, posteriormente,
diluidos para &lcool 50%.

Foram utilizadas aproximadamente 100 larvas, com 14 a 21 dias de idade. Foram
utilizados microtubos tipo eppendorf, nos quais foram colocados o0s extratos, nas
concentracdes estabelecidas, nos quais as larvas foram imersas durante cinco minutos. Em
seguida, foi retirada a umidade excessiva das larvas em papel toalha e as mesmas foram
envelopadas em papel filtro e incubadas. Foram utilizados dois grupos controle. Um grupo,
para controle dos tratamentos com extrato aquoso, o qual foi imerso em solugéo Triton X a
0,02% e agua destilada; outro grupo, para controle dos tratamentos com extratos acetato de
etila e etandlico, o qual foi imerso em alcool 50% mais Triton X a 0,02%. Os pacotes foram
mantidos em estufa incubadora tipo B.O.D. a 27 + 1 T e umidade relativa de 80 £ 5 %. O
registro de larvas vivas e mortas foi realizado em 24 horas e o percentual de mortalidade

calculado, conforme metodologia descrita pela FAO Plant Protection Bulletin (1971).

Mortalidade (%) = larvas mortas x 100

total de larvas

Figura 13 — Larvas de R. (B.) microplus. Foto: Figura 14 — larvas de R. (B.) microplus
Machado, A.F. (2011). imersas nos extratos em tubo de eppendorf.
Foto: Machado, A.F. (2011).
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Figura 15 — A. Envelope contendo as larvas tratadas; B. condicionamento em estufa
incubadora tipo B.O.D. a 27 + 1 € e umidade relativa de 80 £ 5 %; C. Contagem das
larvas vivas e mortas. Fotos: Machado, A.F. (2011).

3.9 Analise dos dados

O delineamento para avaliacdo dos parametros nos bioensaios, tanto para larvas
como para as teledginas, foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos, cinco
repeticdes, mais o grupo controle.

Os dados obtidos nos experimentos foram analisados por andlise de variancia,
seguidos pelo teste de Tukey (P < 0,05), com o auxilio do programa Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS for Windows 17.0) (GREEN e SALKIND, 2004).

Os graficos foram elaborados utilizando-se o software Prism Graph Pad. O método
de Probit (FINNEY, 1971) foi usado para obtencdo dos valores da CLsy, Clsp € seus
respectivos intervalos de confianga 95% (1C-95%).

Nos casos de mortalidade natural ocorrida no controle, antes do célculo da ClLs, €
Clso, 0s valores da mortalidade, nos tratamentos, foram corrigidos segundo a férmula de
Abbott (1925), a seguir:

Mc(%) = %Mo - %Mt x 100, onde:
100 - %Mt

Mc = Mortalidade corrigida
Mo = Mortalidade observada
Mt = Mortalidade na testemunha
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade acaricida do extrato acetato de etila de L floribundus sobre
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus.

O extrato acetato de etila de L. floribundus induziu 32% de mortalidade de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus na maior concentracéo utilizada (100 mg.ml™). Entretanto
ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo as concentragbes de 50 e 75 mg.ml™
(Figura 16).

50 75 100

100-
_ 80A
S
60-
3 b
T® 40 b b 32
22
a a 20
é 20_ a
4 6 6
olE=ma EEEEl B DN\
0 5 25

Concentracdo (mg.ml 1)

Figura 16 — Valores percentuais de mortalidade de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus em relacdo as
concentracdes de extrato acetato de etila de raizes de L.
floribundus.
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Os valores percentuais de inibicdo de oviposicdo de fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus, submetidas a concentracdes de extrato acetato de etila de raizes de L.
floribundus encontram-se na Figura 17. Verificou-se que na maior concentracdo avaliada
(100 mg.ml™") a inibicdo da oviposicéo foi de 99,83%, nio apresentando, estatisticamente,

diferenca em relagéo as concentragdes de 50 e 75 mg.ml™.

99,83
100+ o123 96,11 S
__ 80 c
E\O, 66,48
Q 60- b
I
i)
T 40-
5
a
2 20_
0
0 T T
0 25 50 75 100

Concentracdo (mg.ml ™)

Figura 17 — Percentuais de inibicdo de oviposicdo de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus em relacdo as concentracdes
de extrato acetato de etila de raizes de L. floribundus.
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Os valores médios de mortalidade de larvas de R. (B.) microplus, submetidas a
diferentes concentracdes de extrato acetato de etila de raizes de L. floribundus, no intervalo
de tempo de 24 horas, variaram de 28,91% na menor concentracéo (5 mg.ml™) e 100% nas

maiores concentracdes (75 e 100 mg.ml™) (Figura 18).
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Concentracdo (mg.ml 1)

Figura 18 — Meédias de mortalidade de larvas de R. (B.)
microplus submetidas a concentracbes de extrato acetato de
etila de raizes de L. floribundus.
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4.2 Atividade acaricida do extrato etandlico de L. floribundus sobre fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus.

Nas concentracdes avaliadas de extrato etanolico de raizes de L. floribundus sobre
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, verificou-se que a concentracdo de 100 mg.ml™
induziu a mortalidade de 46% de &caros, porém nao apresentou diferenca estatistica da

concentracdo de 75 mg.ml*que induziu 34% de mortalidade (Figura 19).

100+
__ 804
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= 404 34
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= 704 a 14 18
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50 75 100

Concentracdo (mg/ml 1)

Figura 19 — Valores percentuais de mortalidade de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus em relacdo as concentracdes de
extrato etanolico de raizes de L. floribundus.
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Os valores percentuais de inibicdo de oviposicdo de fémeas ingurgitadas de R.(B.)
microplus, submetidas a diferentes concentracdes de extrato etandlico de raizes de L.
floribundus, estdo representados na Figura 20. Verificou-se que nas concentracoes
avaliadas, a inibicdo de oviposic¢ao variou de 65,88 a 100%. As concentragdes 50, 75 e 100

mg.ml™* apresentaram o mesmo percentual de inibicdo de oviposi¢&o.

q d d

o4y 9898 100
100+ C ! ‘ ‘ N
b 7874
801
S
L 604
3
O
§ 404
S
= 204 a
0
0- T I &l
0] 25 50 75 100

Concentracdo (mg/ml 1)

Figura 20 — Percentuais de inibicAo de oviposicdo de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus em relacdo as concentragdes de
extrato etandlico de raizes de L. floribundus.
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O extrato etandlico de raizes de L. floribundus, nas concentracdes avaliadas, causou
mortalidade de larvas de R. (B.) microplus, variando de 45,30 a 100%, no intervalo de tempo
de 24 horas. As concentragfes 10, 15 e 20 mg.ml™ apresentaram o mesmo percentual de
mortalidade (Figura 21).

100+ 92.67

. 80- 74,70
S b
O 60+
3 45,30
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0 1 5 10

Concentracdo (mg/ml ™)

Figura 21 — Médias de mortalidade de larvas de R. (B.) microplus
submetidas a concentragBes de extrato etandlico de raizes de L.
floribundus.
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4.3 Atividade acaricida do extrato aquoso de L. floribundus sobre fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus.

Nas concentracGes avaliadas de extrato aquoso de raizes de L. floribundus sobre
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, verificou-se que a maior concentracéo (100mg.ml
1) induziu a mortalidade de 24% dos ixodideos, ndo apresentando diferenca estatistica em

relacéo as concentracdes de 5, 25, 50 e 75 mg.ml™* (Figura 22).

100-
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O 60-
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Concentracdo (mg/ml ™)

Figura 22 — Valores percentuais de mortalidade de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus em relacdo as concentracdes de
extrato aquoso de raizes de L. floribundus.
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O extrato aquoso de raizes de L. floribundus apresentou percentuais de inibicdo de
oviposicdo de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus variando de 25,84 a 64,18%.
Entretanto as concentracdes de 75 e 100 mg.ml™ apresentaram o mesmo efeito de inibicao
(Figura 23).

100~
__ 80- ¢
X 64,18
c%; 60- bc
o abh ab ab 4054
T 40-
%‘ 25,84 26,12 26,93
2 R
— /
0 5 25 50 75 100

Concentracio (mg/ml ™)

Figura 23 — Percentuais de inibicdo de oviposicdo de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus em relacdo as concentracdes de
extrato aquoso de raizes de L. floribundus.
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A Figura 24 apresenta os valores percentuais de mortalidade de larvas de R. (B.)
microplus, submetidas a concentracbes de extrato aquoso de raizes de L. floribundus.
Verificou-se que a mortalidade variou de 20,29 a 99,14%. As concentracdes 10, 15 e 20

mg.ml™* apresentaram o mesmo potencial larvicida.
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Figura 24 — Médias de mortalidade de larvas de R. (B.) microplus
submetidas a concentragfes de extrato aquoso de raizes de L.
floribundus.
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4.4 Comparagao dos percentuais de mortalidade de f& meas ingurgitadas e
larvas de R. (B.) microplus em relacdo as concentracdes de extratos de L.
floribundus.

Os valores percentuais de mortalidade de fémeas ingurgitadas e larvas de R. (B.)
microplus em relacdo as concentracdes de extratos de raizes de L. floribundus encontram-
se na Tabela 1 e 2 respectivamente.

Os extratos avaliados induziram percentual de mortalidade de fémeas ingurgitadas
de R. (B.) microplus abaixo de 50%. Entretanto apresentaram grande eficiéncia acaricida
sobre as larvas, ocasionando taxas de mortalidade de 100% (Tabela 1 e 2).

Observou-se que o extrato acetato de etila de L. floribundus induziu baixo percentual
de mortalidade de acaros adultos, porém este extrato apresentou 100% de mortalidade para
as larvas nas concentracdes de 15 e 20 mg.ml™.

Verificou-se que o0 extrato etandlico induziu a mortalidade de 46% das fémeas
ingurgitadas, apresentando o mesmo percentual acaricida do extrato acetato de etila (tabela
1). O extrato etandlico foi mais eficiente para larvas do que para fémeas ingurgitadas nas
concentracdes avaliadas, induzindo 100% de mortalidade de larvas nas maiores
concentracdes (15 e 20 mg.ml™) respectivamente (Tabela 2).

O extrato aquoso de L. floribundus induziu 24% de mortalidade de fémeas
ingurgitadas. Entretanto este extrato apresentou alto efeito larvicida, induzindo 99,14% de
mortalidade de larvas (Tabelas 1 e 2).

O extrato acetato de etila de L. floribundus induziu maior mortalidade de acaros
adultos em relagdo ao extrato aquoso. Entretanto mostrou o mesmo efeito téxico do extrato
etandlico (Tabela 1).

Os trés extratos avaliados, nas concentracdes estabelecidas nos tratamentos, ndo
foram suficientemente toxicos para determinar a concentracdo letal mediana de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus.

Os trés extratos vegetais, ha maior concentracdo avaliada, apresentaram 0 mesmo
potencial larvicida para larvas de R. (B.) microplus (Tabela 2).

A comparacdo de toxicidade para larvas de R. (B.) microplus entre os extratos de
raizes de L. floribundus, utilizando os valores dos intervalos de confianca (IC-95%) de trés
concentracoes letais medianas (CLsg), estd demonstrada na Tabela 3. O extrato etandlico de
raizes L. floribundus foi mais eficiente no controle de larvas de R.(B.) microplus estimando
CLso de 2,13 mg.ml™. Os extratos acetato de etila e aquoso n&o apresentaram diferenca

estatistica com relagcéo aos valores da concentragdo letal mediana.
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Tabela 1 - Porcentagem de mortalidade (%M) de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus

expostas a diferentes concentracdes de extratos de raizes de L. floribundus.

Extrato (%M)
Controle
Concentracao (mg.ml -1)
5 25 50 75 100
Acetato de etila 4 6 6 20 22 32 ab
Etandlico 2 8 14 18 34 46 b
Aquoso 4 10 10 10 18 24 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 2 - Porcentagem de mortalidade (%M) de larvas de R. (B.) microplus expostas a
diferentes concentracfes de extratos de raizes de L. floribundus.

Extrato (%M)
Controle
Concentracdo (mg.ml 1)
1 5 10 15 20
Acetato de etila 6,85 28,91 62,47 81,30 100,00 100,00 a
Etandlico 5,52 45,30 74,70 92,67 100,00 100,00 a
Aquoso 6,77 20,29 51,27 90,84 94,98 99,14 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 3 — Toxicidade de extratos vegetais para larvas de R. (B.) microplus (concentracdo

letal mediana — CLsy).

Extrato Clsg Intervalo de Confianca
(mg.ml ™) (1C-95%)
Inferior Superior
Acetato de etila 4,09 3,23 5,19
Etandlico 2,13 1,44 2,84
Aquoso 4,24 3,08 5,39

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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4.5 Comparacdo dos percentuais de inibicdo de ovipo sicdao de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus em relacdo as concentracdes de extratos de
L. floribundus.

A Tabela 4 apresenta os valores percentuais de inibicdo de oviposicdo de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus submetidas a diferentes concentracdes de extratos de
raizes de L. floribundus. Os extratos acetato de etila e etandlico foram os mais eficientes
para inibir a oviposicdo dos ixodideos. Na concentracdo de 100 mg.ml*, estes extratos
inibiram 100% da oviposicdo. O extrato aquoso foi 0 menos eficiente inibindo 64,18% na

maior concentragao.

Tabela 4 - Percentual de inibicdo de oviposi¢cédo (%10) de fémeas ingurgitadas do carrapato R.
(B.) microplus expostas a diferentes concentracdes de extratos de raizes de L. floribundus.

Extrato (%l0)
Controle Concentragao (mg.ml 1)
5 25 50 75 100
Acetato de etila 0 39,33 66,48 91,23 96,11 100,00 a
Etandlico 0 65,88 78,74 94,23 98,98 100,00 a
Aquoso 0 14,44 26,12 26,93 40,54 64,18 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A comparacdo de concentragcfes inibitérias medianas (Clsg) de oviposicdo para
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus entre os extratos de raizes L. floribundus,
utilizando os valores dos intervalos de confianca (IC-95%), estédo representados na Tabela
5. Observou-se que o extrato etandlico de L. floribundus foi mais eficiente para inibir a

oviposicéo de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, estimando Clso = 3,03 mg.ml™.

Tabela 5 — Toxicidade de extratos vegetais para fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus
(concentracao inibitéria mediana — Clsg)

Extrato Cls Intervalo de Confian¢a
(mg.ml ™) (1C-95%)
Inferior Superior
Acetato de etila 9,11 6,01 12,36 b
Etandlico 3,03 1,02 5,46 a
Aquoso 84,14 66,62 106,27 c

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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4.6 Eficiéncia reprodutiva e controle de reproducéao de fémeas ingurgitadas de
R. (B.) microplus expostas a extratos de L. floribundus.

Os valores referentes a eficiéncia reprodutiva e controle de reproducédo de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus, submetidas a diferentes concentracdes de extratos
acetato de etila, etandlico e aquoso de raizes de L. floribundus, estdo representados na
Tabela 6.

Comparando-se a toxicidade dos trés extratos em relagéo ao controle de reproducao
de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, verificou-se que o extrato etandlico, na
concentracdo de 50 mg.ml™, controlou 100% da reproducdo. Entretanto esta concentracéo
apresentou 0 mesmo potencial de controle da concentracéo de 5 mg.ml™* deste extrato e do

acetato de etila e maior potencial em relacéo a 5, 25 e 50 mg.ml™*do extrato aquoso.

Tabela 6 - Percentual de eficiéncia reprodutiva (%ER) e percentual de controle de
reproducdo (%CR) de fémeas igurgitadas do carrapato R. (B.) microplus expostas a
diferentes concentracfes de extratos de raizes de L. floribundus.

Extrato ( mg.ml ™) PIF(g) PO(g) %ER %CR
Acetato de elita
5 3,47+0,01 0,75£0,12 4,62+2,17 cd 86,22+ 7,11 ab
25 3,46 £0,01 0,42+0,12 1,64 +0,90d 95,36 £ 2,53 a
50 3,47+0,01 0,11+0,06 0,16 £ 0,34 d 99,62+0,84 a
75 3,47+0,01 0,05+£0,04 0+0,00d 100+ 0,00 a
100 3,47 £0,01 0+ 0,00 0+0,00d 100 + 0,00 a
Controle 3,47+0,01 1,25+0,14 34,66+ 3,88 a 0+0,00e
Etandlico
5 3,63+0,13  0,47+0,09 1,99+ 1,37 cd 94,72+ 3,59 a
25 3,63+0,13  0,29+0,05 0,22+ 0,23 d 99,38+ 0,65 a
50 3,630,214 0,08+ 0,05 0+0,00d 100+ 0,00 a
75 3,63+0,13 0,01+0,01 0+0,00d 100+ 0,00 a
100 3,63+ 0,13 0+ 0,00 0+0,00d 100 +0,00 a
Controle 3,63+0,13 1,38+0,08 37,64+ 2,71 a 0+0,00e
Aquoso
5 3,81+0,01 1,25+0,41 25,39+12,00a 33,41 + 30,65 d
25 3,81+0,01 1,08+0,12 1450+5,61b 61,69 + 14,60 c
50 3,81+0,01 1,06+0,14 12,87 +8,28 b 65,06 + 23,48 bc
75 3,81+0,01 0,87+0,12 8,67 £ 4,88 bc 77,49 + 11,25 abc
100 3,81+0,01 0,52+0,15 1,50+1,59d 95,94+4,47 a
Controle 3,81+0,01 1,46+0,07 37,89+225a 0+0,00e

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

PIF — Peso inicial de fémeas

PO — Peso de ovos

ER — Eficiéncia reprodutiva
CR - Controle de reproducao
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5 DISCUSSAO

Observando-se os resultados obtidos neste trabalho em relagdo a mortalidade de
fémeas ingurgitadas utilizando o extrato etandlico, verifica-se semelhanga com os resultados
obtidos por Pereira e Famadas (2004), que avaliaram a eficiéncia do extrato etandlico da
raiz do timb6 (Dahlstedtia pentaphylla) para R. (B.) microplus, verificando-se mortalidade de
34% de &caros adultos, assim como os resultados observados por Silva et al. (2009) que
utilizaram o extrato etandlico de Piper aduncum induzindo 35,02% de mortalidade de
fémeas ingurgitadas.

Os resultados obtidos neste trabalho, utilizando extrato vegetal de L. floribundus,
para induzir a mortalidade de &caros adultos e larvas de R. (B,) microplus, corroboram os
resultados encontrados por Catto et al. (2009), que utilizaram a rotenona na forma de extrato
da raiz de Lonchocarpus nicou, demonstrando grande eficiéncia contra a infestacdo de
larvas, porém alcancou um baixo grau de atividade antiparasitaria contra o carrapato adulto
de R. (B.) microplus nos testes in vitro e em animais experimentalmente infestados. Esses
resultados sugerem que os acaros adultos sdo mais resistentes aos extratos do que as
larvas. A diferenca de composicdo da cuticula entre larvas e fémeas pode justificar os
resultados obtidos, devido a formacdo da camada externa da cuticula dos carrapatos ser
formada por ceras (BALASHOV, 1972) e que somente a partir do estadio ninfal o carrapato
bovino apresenta essa camada de protegcdo (ODHIAMBO, 1982). Chagas et al. (2003)
avaliando a eficacia de solventes para carrapato bovino verificaram que, a utilizagdo de
solventes, em conjunto com um composto apolar, causam maior destruicdo da camada de
ceras nas fémeas ingurgitadas, ocorrendo grande perda de 4gua para o meio, ocasionando
maior mortalidade. Em relacdo as larvas, ndo ocorre diferenca na mortalidade, devido a
presencga ou auséncia de um composto apolar em teste de imersao de larvas.

Os extratos acetato de etila e etandlico de L. floribundus induziram 100% de
mortalidade de larvas e controlaram alto percentual de reproducdo de &caros adultos.
Resultados semelhantes foram encontrados por Pereira e Famadas (2004), os quais
utilizaram extrato etandlico da raiz do timb6 e observaram taxas de mortalidade de 93,92%
de larvas e percentual de 79,73% no controle de reproducdo desse &caro. Sousa et al.

(2008) utilizaram extrato hexanico de frutos maduros e verdes de cinamomo (Melia
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azedarach) sobre o carrapato bovino. Os autores observaram 100% de mortalidade para as
larvas com ambos extratos e controle de reproducéo variando 5,2 a 99,7% para o extrato de
frutos maduros e de 3,6 a 100% para o de frutos verdes. Na pesquisa realizada por Farias et
al. (2007), para avaliar a eficacia da do éleo de andiroba (Carapa guianensis) no controle de
R. (B.) microplus, verificou-se que este 6leo apresentou atividade biol6gica sobre carrapato
bovino, controlando 100% da reproducdo. Soares (2003), testando in vitro Neem
(Azadirachta indica) sobre fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus do estado de
Pernambuco, verificou controle de reproducdo acima de 95% tanto para solucdo aguosa
quanto para alcodlica. Entretanto esses resultados foram diferentes dos obtidos por Silva et
al. (2009) que observaram 40,47% de mortalidade de larvas e 38,08% no controle de
reproducdo; e dos obtidos por Soares (2003) que, utilizando extrato aquoso e alcodlico de
Capim cidreira (Cymbopogon citratus), verificou eficacia de 48,10% no controle de
reproducao.

O extrato etandlico de L. Floribundus induziu mortalidade entre 45,30 e 100% de
larvas R. (B.) microplus e estimou CLs, de 2,13 mg.ml™. Estes resultados foram semelhantes
aos encontrados por Silva et al. (2010) que ao avaliaram a atividade acaricida de Palicourea
marcgravii, espécie da familia Rubiaceae coletada na Amazonia, e verificaram que o extrato
etandlico induziu a mortalidade de larvas entre 12,27 e 87,66 e estimou CLs, de 4,38 mg.ml’
!, Entretanto foram diferentes dos resultados obtidos por Silva et al. (2009), os quais
verificaram que o extrato etandlico de Piper aduncum induziu a mortalidade de larvas de
carrapato bovino entre 26,32 e 40,47%.

O extrato etandlico de L. Floribundus inibiu 100% da oviposi¢do de R. (B.) microplus
e estimou Clso de 3,03. Resultados semelhantes foram encontrados por Pires et al. (2007)
gue, ao avaliarem a influéncia da Simarouba versicolor sobre a oviposicdo do carrapato
bovino, observaram que a concentracdo de 17,2 mg.ml™ inibiu 100% da oviposicdo e
estimou Clsode 4,14 mg.ml™.

Confirmando o potencial toxico de extratos de raizes de plantas do género
Lonchocarpus, Corréa (2006) avaliou a atividade inseticida de L. Floribundus sobre o pulgéo
preto dos citros (Toxoptera citricidus). A autora verificou que o extrato etandlico da raiz, na
concentracdo de 5 mg.ml™, induziu a mortalidade acima de 50%, enquanto que o extrato
aquoso da raiz causou um percentual similar de mortalidade na concentracdo de 10 mg.ml™.

Os extratos acetato de etila e etandlico de L. floribundus, na concentracdo de 5
mg.ml™*, causaram um percentual de 100% no controle de reproducéo de R. (B.) microplus.
Davey et al. (2008) avaliaram a eficacia do acaricida sintético amitraz sobre o R. (B.)
microplus, observando baixo percentual de controle de reproducédo (34,60%), sendo este

produto ineficaz como carrapaticida para uso em programas de controle do carrapato
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bovino, verificando-se, ainda, que as cepas utilizadas nos testes biolégicos, por estes
autores, eram resistentes a este carrapaticida sintético do grupo das formamidinas.

O fenbmeno da resisténcia aos carrapaticidas esta amplamente difundido, sendo
reconhecido por produtores como um dos principais problemas de curto prazo a ser
solucionado (JONSSON, 1997). Estudos realizados por Gomes et al. (2011), para averiguar
a sensibilidade do carrapato bovino a diferentes acaricidas sintéticos abrangendo sete
principios ativos pertencentes a trés grupos quimicos: amidinas, piretréides sintéticos e
organofosforados, utilizados nas principais regides pecuaristas de Minas Gerais, revelaram
baixa suscetibilidade dos acaros aos acaricidas sintéticos, evidenciando uma reduzida
eficacia de todos 0s grupos quimicos testados.

Uma das vantagens do uso de fitoterapicos para o controle do carrapato bovino, em
relacdo aos acaricidas sintéticos, é que produtos naturais apresentam uma cOmposicao
quimica variada e complexa, ocasionando assim um desenvolvimento lento da resisténcia
dos parasitas (ROEL, 2002),

A atividade larvicida de L. floribundus sobre larvas sdo semelhantes aos encontrados
por Barci et al. (2009) que, ao avaliarem a acdo do fungo Beauveria bassiana sobre larvas
de R. (B.) microplus, observaram mortalidade crescente nas diferentes concentracfes
utilizadas, induzindo percentuais de mortalidade entre 19,6 e 100%. Apesar da similaridade
dos resultados encontrados pelos autores, a vantagem do uso de L. floribundus, em relacdo
aos micro-organismos para controle do carrapato bovino, € devido a a¢do do extrato vegetal
ocorrer em menor periodo de tempo, devido ao processo infectivo desses micro-organismos
ser mais lento sobre o hospedeiro, além de necessitar de condicdes ambientais favoraveis
como temperatura, umidade, luminosidade, radiacdo e outros fatores adequados para
desenvolver o ciclo completo da relacdo fungo-hospedeiro (ALVES, 1998), como foi
observado por Garcia et al. (2011) que, ao avaliarem a eficacia do fungo Metarhizium
anisopliae, pulverizados em pastagens infestadas naturalmente com R. (B.) microplus,
verificaram que 0 uso desse micro-organismo ndo causou efeito deletério sobre a populacdo
do carrapato bovino, ndo havendo diferenca significativa na contagem de larvas, tratadas e
controle, nas pastagens. Estes autores atribuiram estes resultados a fatores climaticos como
a chuva e o aumento da umidade.

Pesquisas realizadas por diversos autores (MARICONI, 1981; SAITO e LUCHINI,
1998; FAZOLIN et al., 2002; KATHRINA e ANTONIO, 2004; CLOYD, 2004; ALECIO, 2007)
reportam a presenca da rotenona em plantas da familia Leguminosa (Fabaceae) e seu efeito
téxico para insetos e acaros. A atividade biologica de L. floribundus sobre carrapato bovino
pode ser devido a presenca do constituinte quimico rotenona nas raizes desta planta, pois
foi reportado por Costa et al. (1999), que entre as plantas conhecidas como timbg, as que

possuem o0s maiores teores de rotenona sdo as pertencentes aos géneros Derris e
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Lonchocarpus e a maior concentracdo desse composto se encontra nas raizes. Analisando
a importancia da rotenona no controle de R. (B.) microplus, leva-se em consideracdo que
esse composto, por se encontrar na raiz da planta, necessita de plantio e producdo em larga
escala para ser bioindustrializado, pois se ndo houver um programa de uso sustentavel, a
coleta da raiz ocasionara a morte da planta e, consequentemente, impacto ambiental.

A utilizacdo de extratos vegetais, ou seja, biomoléculas naturais em sinergia com
outros principios ativos distintos que aumentem a eficiéncia letal sobre R. (B.) microplus,
pode tornar-se uma alternativa para a producdo de um acaricida derivado de produtos
naturais para o manejo e controle desse acaro, a fim de substituir ou minimizar o uso de

defensivos quimicos sintéticos no campo. (PEREIRA et al., 2010)
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6 CONCLUSOES

Os extratos de L. floribundus apresentaram atividade biolégica sobre R. (B.)
microplus. Entre os trés extratos avaliados, os extratos acetato de etila e etandlico
apresentaram os melhores resultados quanto a mortalidade e controle de reproducéo de R.
(B.) microplus. Entretanto induziram a mortalidade de fémeas ingurgitadas abaixo de 50%,
ndo sendo possivel estimar a concentracdo letal mediana. Todavia induziram a mortalidade
total de larvas e foram eficazes no controle de reproducdo. Ressaltando que o extrato
etandlico, quanto aos valores de concentracdo letal mediana, apresentou maior toxicidade

para larvas em relagdo aos outros extratos avaliados.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresenta resultados que apontam para a possibilidade de serem
realizadas outras pesquisas, considerando-se os processos de producdo e de conservacao
dos extratos, formulacdes e 0 manejo adequado da utilizacdo das solu¢des. Ressalta-se,
também a necessidade da realizacdo de estudos sobre os diversos componentes
fitoquimicos da planta. Neste sentido, sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre a
composicao quimica do extrato de L. floribundus, para se identificar, além da rotenona,
outros principios ativos que também apresentem atividade biocida, podendo, inclusive, ser
analisada a possibilidade de ocorréncia de sinergismo e/ou antagonismo entre a rotenona e
as demais moléculas presentes no extrato dessa espécie, avaliando-se individualmente

seus efeitos e a possibilidade de uso no controle do carrapato bovino.
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