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RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia in vitro de extratos
hidroalcéolicos de Himatanthus sucuuba frente a larvas e fémeas ingurgitadas do
carrapato Rhipicephalus microplus. Os fitoterdpicos foram produzidos com
percolacdo de latex, caule e folhas, sendo posteriormente liofilizados. Foi realizado
o teste do pacote de larvas, TPL em concentragées crescentes (0,4-204,8 mg.mL™1)
e o teste de imersdo de adulto, TIA (6,2-396,8 mg.mL) ambos com seis repeticoes.
Foi realizada a analise fitoquimica completa dos trés extratos. No TPL e TIA, o
fitoterapico produzido com latex demonstrou os melhores resultados, com DLso de
21,4 e 105,2 mg.mL, respectivamente. Os dados da marcha fitoquimica, aliado aos
resultados dose-dependente obtidos nos testes in vitro evidenciam que o extrato
produzido a partir do latex possui potencial para combater o R. microplus. Novos
estudos devem ser realizados buscando maximizar a eficacia deste extrato, uma
vez que foram encontrados resultados promissores.
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ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the in vitro efficacy of the
Himatanthus sucuuba hydroalcoholic extracts against larvae and engorged female of
Rhipicephalus microplus. The extracts were prepared by percolation from latex,
stems and leaves in absolute alcohol and lyophilized. We performed the larval
packet test, LPT in serial concentrations (0.4 - 204.8 mg.mL™?) and adult immersion
test, AIT (6.4-396.8 mg.mL™?) using six replicates. The complete phytochemical
composition was determined to all the extracts. From the LPT and TIA, the latex
demonstrated the best results, with an LDso of 21.4 and 105.2 mg.mL2, respectively.
The phytochemical data, combined with the dose-dependent results obtained from
the in vitro tests demonstrates that this extract has potential to control R. microplus.
Further studies should be conducted to maximize the effectiveness of the latex
portion of the plant.
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INTRODUCAO
A bovinocultura brasileira € composta
mais de 209
(IBGE, 2015),
produtividade do

hoje por milhdes de

animais contudo a
setor e
conhecidamente afetada por graves
entraves sanitarios. Entre os principais
agravantes esta 0 parasitismo por
Rhipicephalus

microplus, carrapato

presente em diversas regides

brasileiras. Este ectoparasita, causa

prejuizos econbmicos anuais de
aproximadamente US$ 3,24 bilhdes
para a pecuaria nacional, sendo
decorrentes principalmente da queda na
producdo de leite e carne, danos no
couro por reacdes inflamatorias nos
locais de fixacdo do carrapato, e pela
transmissdo de agentes infecciosos,
principalmente Anaplasma e Babesia.
(Grisi et al., 2014).

No Brasil, o uso de acaricidas €
realizado de maneira supressiva, sem
considerar a epidemiologia e o ciclo do
parasito. Neste cendrio, a aceleracéo do
processo de selecdo para resisténcia do
carrapato aos farmacos é motivo de
grande preocupacédo. Além disto, o uso
de muitos dos carrapaticidas atuais
afetam o0 meio ambiente e outros
organismos, fazendo com que se
busque alternativas para os produtos
comerciais,

quimicos gue visem

minimizar os impactos econémicos e

ambientais do wuso de pesticidas
sintéticos (Molento et al., 2013; ABBAS
et al., 2014).

Nesse contexto, diversas tecnologias
estdo sendo desenvolvidas, e dentre
elas a fitoterapia pode ser considerada
uma estratégia promissora. Dentre as
diversas plantas pesquisadas na regiao
amazonica, destaca-se a Himatanthus
sucuuba. Pertencente a familia
Apocynaceae, € uma arvore de grande
porte, nativa da regido Amazbnica e
conhecida popularmente como
Sucuuba, Janaguba ou Janajuba. O
latex e o chd da casca da planta séo
utilizados pelos povos da Amazonia
contra Ulceras,

tumores, asma e€

tuberculose. Diversos estudos
farmacolégicos foram realizados com
esta planta, sendo indicada para o
tratamento de feridas em geral (Villegas
et al.,, 1997),
(Wood et al., 2001), resfriados (Souza et
al., 2006),

gastrites, leishmaniose (Castillo et al.,

tumores inespecificos

anemia, tratamento de
2007), artrite, inflamacgdes (Silva et al.,
1998a; Miranda et al., 2000) e no
combate a fungos (Silva et al., 1998b).

Assim, o presente estudo teve o objetivo
de determinar os efeitos de compostos
da H. sucuuba sob a ovipostura de
teledginas de R. microplus através da
utilizacdo de extratos obtidos de sua

folha, caule e latex.
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MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi conduzida no
laboratério de  microbiologia da
Universidade do Contestado, Campus
Canoinhas, durante o més de junho,
2015. Amostras de caule, folhas e latex
de H.

Mercado Ver-o-Peso, Belém, Para. As

sucuuba foram obtidas no

amostras biologicas estdo depositadas
no herbario da Universidade Federal do
Parana sob o numero 543-2. Para a
extracdo hidroalcodlica utilizou-se um
frasco de cor ambar, vedado em toda a
extensao lateral com papel aluminio, no
qual foram colocados, separadamente,
80g de cada porcéo vegetal (folha, caule
e latex) isoladamente, com 800 mL de
alcool etilico 70% (v/v). Na sequéncia, o0
contetdo ficou trinta dias retido em
refrigerador a 4°C, sendo realizada a
agitacao recorrente do frasco. Concluida
esta etapa, com auxilio de uma bomba
de vacuo, realizou-se a filtracdo em funil
com papel filtro para um frasco tipo
Kitasato. Posteriormente a obtencéo dos
extratos, estes foram concentrados em
evaporador rotatorio, sob presséo
reduzida a uma temperatura inferior a
30°C, sendo liofilizados em seguida. Os
rendimentos em relacdo ao material
vegetal foram de: 5,14; 4,12 e 2,15%,
folha,

respectivamente.

para caule e latex,

Os extratos fitoterapicos  foram
dissolvidos em agua destilada na
concentragdo de 10mg/mL, para a
realizacdo da determinacdo qualitativa
dos seguintes metabdlitos, de acordo
com a metodologia de Matos (1997):

alcaldides, antocianinas, antocianidinas,

catequinas, esteroides, fendis,
flavonoides, leucoantocianidinas,
resinas, saponinas, taninos e
triterpenos.

A atividade sequestrante do radical
DPPH foi

metodologia de Blois (1958),

determinada segundo a
com
modificagbes. Em  microtubos de
Eppendorf, foram depositados 300 pl
dos extratos em diferentes
concentracfes (10-640 pg/mL) junto a
100 pl de solucdo etandlica de DPPH
(0,1 mM). Para o branco da amostra foi
acrescentado 100 ul de etanol (EtOH)
ao invés do DPPH, enquanto no branco
do método foi utilizado 300 pl EtOH no
lugar das amostras. Os tubos foram
agitados em vortex e em seguida se
transferiu 200 pl do preparado para uma
placa de 96 pocos. O preparado foi
incubado no escuro, em temperatura

ambiente pelo tempo de 30 min.
Transcorrido o tempo, a absorbéncia de
cada solugcdo foi mensurada no
espectrofotometro a 515 nm. A atividade
antioxidante das amostras foi expressa

como CI50 (concentracao inibitoria), que
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foi determinada como a concentracéo,
em pg/mL, de amostra necessaria para
inibir a formacéao de radicais DPPH em
50%.

como controle positivo.

O éacido ascorbico foi utilizado
A atividade citotoéxica dos extratos foi

avaliada seguindo a metodologia
adaptada de Meyer et al. (1982), onde
Artemia

oVvoS de salina, um

microcrustaceo, foram colocados em
aquéario, contendo 2L de agua filtrada e
(38g/L)
constante e temperatura controlada de
28°C. Apés 48h de

larvas/metanauplios eclodiram e foram

sal marinho sob aeracao

incubacdo, as

transferidas (n=10/grupo) para placas
de 24 pocos, contendo o0s extratos
diluidos em agua marinha (descricao
acima) com DMSO (1%

concentracbes variando de 31,75 a

v/v), em

8000 pg/mL. O grupo controle negativo
foi preparado somente
marinha e DMSO (1% v/v). No controle
positivo foi utilizado sulfato de quinidina.

com Aagua

Os testes foram produzidos em
triplicata. Apos 24h de contato, realizou-
se a contagem do numero de larvas
vivas. Aquelas que permaneceram
imoveis apOs a agitacdo da placa, por
um periodo superior a 15 segundos,
foram consideradas mortas. Com base
nesse valor, foi calculada a CL50. O
critério de toxicidade dos extratos foi

estabelecido de acordo com Déciga-

Campos et al. (2007), onde valores
>1000 pg/mL séao considerados né&o
téxicos, de = 500 a < 1000 ug/mL, sao
fracamente toxicos e < 500 pug/mL séo
considerados claramente toxicos.

Fémeas ingurgitadas de R. microplus
medindo 24.6 mm foram coletadas de
bovinos Holandés x Jersey naturalmente
infestados, em propriedades rurais do
SC. Os

animais nao tinham recebido acaricidas

municipio de Canoinhas,
alopaticos por no minimo cinco meses.
As fémeas foram lavadas com agua e
secas em papel toalha, para entdo
serem selecionadas morfologicamente e
utilizadas no teste de imersao de adulto,
TIA ou mantidas em laboratério (28°C e
umidade relativa =280) durante 16 dias,
até realizarem a ovipostura. Os
respectivos ovos foram utilizados para
executar o teste do pacote de larvas,
TPL.

Para a realizacdo do TIA, varias
diluices (6,2 - 396,8 mg.mL?) dos
extratos foram testadas, de acordo com
(1973).

ingurgitadas foram pesadas e imersas

Drummond et al. Fémeas
durante 5 min na respectiva dilui¢cdo.
Trés réplicas, cada uma contendo dez
teledginas, foram utilizados em cada
diluicdo. Solucdes de etanol 95% com
DMSO 1% foram usadas como controle
negativo e cipermetrina (5 mg.mL™1)

como controle positivo. As fémeas foram
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recuperadas, secadas utilizando papel
toalha e colocadas em tubos plasticos
(25x90 mm)

tubos foram incubados em estufa tipo

separadamente. Estes

BOD e mantidos a 28°C com umidade

relativa =80%. Apos 20 dias, os
parametros reprodutivos foram
calculados.

O TPL foi conduzido de acordo com
Leite et al. (1988). Cerca de 200 larvas
foram colocadas em um envelope de
papel filtro dobrado nédo impregnado
(8x8 cm?) e selados em um lado com
fitas adesivas,
aberto. O

formando um pacote
triangular envelope foi
colocado em uma incubadora tipo BOD
e mantida (28°C com umidade relativa
280%) durante 24h. Os testes foram
realizados em concentragcdes que
204,8 mg.mL,

utilizando solucdes de etanol 99% com

variaram de 0,4 -

DMSO 1% como controle negativo e
cipermetrina (5 mg.mL) como controle
positivo. O teste foi realizado em
triplicata para todas as concentracdes
do acaricida. Os pacotes foram
removidos apods 24h, e as larvas vivas e
mortas de cada pacote foram
contabilizadas.

Para o TIA, o indice de producdo de
ovos (IPE) (Bennet, 1974), reducdo da
oviposigao (RO) (Roulston et al., 1968) e

a eficacia do extrato (E%) (Drummond

et al., 1973) foram calculados usando as
seguintes formulas:

IPE=(peso dos ovos/peso da fémea
ingurgitada) x 100

RO=(IPE grupo controle-IPE grupo
experimental/IPE grupo controle) x
100

E=(IER grupo controle-IER grupo
experimental)/(IER grupo
controlex100)

indice de eficiéncia reprodutiva (IER)
= (peso da massa de ovos X
porcentagem de eclodibilidade dos
ovos / peso das fémeas ingurgitadas)
x 20.000

Para ambos os testes, as concentracoes
letais (CLso) foram calculadas usando o
software GraphPad Prism 5 para
Windows (San Diego, CA, EUA). As
diferencas entre as médias foram
comparadas

(P<0,05).

pelo teste de Tukey

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Floresta Amazonica é a maior floresta
tropical do planeta, possuindo uma flora
que contem de cerca de 20% das
espécies vegetais do planeta,
contabilizando no Brasil cerca de 40 mil
plantas (POSSIMOSER et al., 2013).
Pesquisas voltadas para o estudo e a
medicamentos

avaliagdo de novos
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tendo como matéria prima vegetais da

flora amazbnica Vvém  crescendo
exponencialmente. Estudos fitoquimicos
e novas metodologias de pesquisas tém
sido incorporadas a producéo, visando o
entendimento da acdo antiparasitaria
pela presenca de biocompostos nos
extratos vegetais (CHAGAS, 2008).

Em ambos os extratos, foram
detectadas a presenca dos seguintes
metabolitos: fenadis, flavonoides, taninos,
esteroides, triterpenos, resinas,
catequinas e alcaldides. Ao passo que
antocianinas, antocianidinas,

leucoantocianidinas e saponinas nao

foram encontrados em quantidade
mensuravel nos fitoterapicos
produzidos. Estes dados corroboram

com a literatura cientifica (Rodrigues et
al.,, 2010; Luz et al., 2014), onde os
autores realizaram a marcha fitoquimica
qualitativa e quantitativa, est4 por
cromatografia liquida de alta eficiéncia,
e observaram 0s mesmos composto
quimicos anteriormente citados.

No ensaio antioxidante, foi observado
que a CEso, dos fitoterapicos produzidos
a base de folha, caule e latex, foram
respectivamente: 40,16 (+1,88), 32,31
(#4,54) e 29,44 (+x3,57) mg.mL?, ao
passo que o padrdo demonstrou 0,68
(£0,14)

evidenciam que os principais compostos

mg.mLt. Estes resultados

presentes quantitativamente na planta

sdo derivados de fendis, sendo que o
principal componente fendlico contido
na H. suucuba sdo os flavondides.
Estudos demonstraram que além ser o
maior responsavel pela atividade
antioxidante, os flavonodides possuem
diversas propriedades bioldgicas, como
a acdo acaricida (Madzimure et al.,
2011).

javanica aqueous leaf extracts, a plant

These authors used Lippia

rich in flavonoids, and observed that
efficacy of L. javanica treatments (5; 10
and 20% w/v) against engorged ticks
were not significantly different from
those of amitraz (0,2% w/v).

O efeito acaricida dos taninos, composto
presente no extrato de H. sucuuba
produzido neste estudo, possui acao
acaricida comprovada por Fernandez-
(2011).

testaram quarto

Sala et al. Estes autores

plantas ricas em

taninos, Acacia pennatula, Piscidia

piscipula, Leucaena leucocephala e

Lysiloma demonstrando
uma eficacia de 35; 39,21; 29 e 69,34%,

respectivamente. Estes dados também

latisiliquum,

foram reforgados por Juliet et al. (2011),
usando extrato aquoso de Jatropha
curcas. Em nematodas, os taninos
agem reduzindo a excreg¢ao de ovos e
diminuindo a fertiidade das fémeas
adultas (Molan et al., 2003; Sprenger et
al., 2015),

sendo possivel que um
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mecanismo similar ocorra em
ectoparasitos.

Cantrell et al. (2005) estudaram a acao
inseticida de terpenoides presentes na
Thunb, e

que estes

Callicarpa japonica

comecaram a especular
compostos também poderiam possuir
acao carrapaticida. Hoje sabe-se que os
terpendides estdo envolvidas no
mecanismo de defesa dos vegetais
superiores contra acaros herbivoros e
outros artrépodes patogénicos (Garcia
2012).

composto apresenta mecanismo de

et al., Particularmente, este

acdo semelhante aos repelentes
compostos por DEET (N-Dimetil-meta-
toluamida) (Jordan et al., 2012).

Os resultados do TPL encontram-se na
Tabela 1, sendo que a DLso dos extratos
produzidos com latex, caule e folha foi,
respectivamente, 21,4; 183,8; 784,4

mg.mL™.

Tabela 1: Efcécia de extrarcs hidronkodlicos de Himatanthes siconode frente o v de

Rhaproepdnalus mrcroply

‘ Li=0s
os 1 %0
1e Na PR R Y
5.2 ’ Nal §,0e0 ™

' 2 Sal e S AL

3 431 17,543 172841

6 9 %2 o 3,024
2 ) S5 1=2 35,1
103 24282 61223 3L 1248
248 Lier e 4 4u2 T Ml e
s pE ) 1558 "

[ = ) Ot (
C+ 08 4t &' 95 Ael) ¥ oy 4a0 8

DL30: Dose Jetal 086 Cr: etumol absoluto + 1%DMS0, C+; C 'npcl:;.;»:uuu' Smeml’;

Letras diferentes entre as lacenas indicam valores estamisticamente d ferentes (P<0.05)

Ja no TIA (Tabela 2, 3 e 4) a melhor
DLso destes mesmos extratos foi do
fitoterapico produzido com latex (105,2
mg.mL?1).  Houve

uma  reducao

significativa (P<0,05) na oviposicao e
eclodibilidade dos ovos das fémeas
ingurgitadas tratadas com o fitoterapico
produzido com latex em concentracbes
acima de 396,8 mg.mLl Um efeito
carrapaticida  dose-dependente  foi

observado para o0s trés extratos

utilizados na presente pesquisa.

Tabela 2, e

o extrato hide

oved, redugho da oviposseia, ocloalo de ovos @ efichcia
i\ .

Himarowthus swcimbde frente a (émeas

mgurgitadas & IA

Conoertracio Indoe & produgio . 4
L Lo onew hosch
655+17 (L] 0 8812
124 631215 sn 608 5,527
4 LY - 105 93 0= 1E9 B
’ 8021 171 ESa=1 A 2€3=21
9 §$9:1 3 6323 47 3411

W3 224121 0| & 0= 4
s 11727 853 o 0221

C 0408 %6 e )

98214 2413 38 =11

Ce! etanol absoluto + 19DMSO; C+: Cipermetras § meg.ml ' Letras diferentes entre 25
Iscunss indacams valoves estativtrcnmente difereles (FP<0.05)

Tabela 3. Jedice de producho de oves

o e trans id ) prodazido com cauke de FHim

mgurgitadas de Ridpicaphalus micropiss 20 teste d2 mendo de adulio, TIA

Concentragdo  Indice de procdogdo Redugso dn Eclodibaludade

(mg.ml’ e ovos oviposigho (%)  de ovos (%) Efichcia
be &7 981211 11209
124 33 9Tzl A $5=13
4.8 638 936211 11621,1
196 925216 12,B:1.8
992 85 45
1984 1 862+ (
ISR 23.1 49222
C- U8 S8R
Ce Wizl 44213 98,4411

C+: etanol sbsoluto + 1%DMSO; C+: Cipermietring $ mg.m] '; Letras dfersntes eutre as
PO 08)

Ircunss indscum valores extalistscam ente diferentes

Coucestragho Radugho da
f

maemll) oviposado (%

6.2 1.3 58,820,7
124 2,0 974219
24.8 6,1 75,6228
19.6 10, 1A5=38
992 12, 10427
198.4 140 897413
2964 15,5 875=20 25,0=2.1
C - 98.5=1,1
c4 S 4 - S4a2l.3 984211
C= enol absolito + 15RDMS0, O+ Clpershetris S tme.mi - Letras diferentes entre &

Iscunms indicam valores estatisteam ente diferentes (P<0.05)
Interferir nos processos reprodutivos do
carrapato € de extrema importancia para

controlar seu potencial bidtico, ja que o
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tamanho da progénie € elevada. Alguns
trabalhos relataram a eficacia de
fitoterapicos em bloquear parcial ou
e/ou

totalmente a ovipostura

eclodibilidade de ovos de fémeas

ingurgitadas (Castro et al.,2014; Ghosh

et al, 2015). OS EXTRATOS
produzidoS no  presente  estudo
demonstrouRAM também esta
habilidade.

Este é o primeiro trabalho cientifico

abordando o0 efeito acaricida de
fitoterdpicos produzidos com H. suucuba
frente a R. microplus. Singh et al.®9),
utilizaram extratos acetbnico, aquoso,
cloroférmico, etandlico, hexanico de
Murraya koenigii na concentracdo de
10% E obtiveram: 81,6; 97,1; 100; 72,1
e 83,3% de eficacia, respectivamente
usando o TIA. Garcia et al.G?
analisaram o efeito acaricida do Oleo
essencial de Tagetes minuta a 10%,
obtendo eficacia de 92,5 e 79%, no TPL
e TIA, respectivamente. Costa et al.
(2008) analisaram a eficacia acaricida
dos extratos hidroalcoolicos de citronela,

eucalipto e neem a 20% e observaram

efeito de 96; 32 e 17%,
respectivamente, em fémeas
ingurgitadas. Santos et al. (2012)

observaram que Oleo essencial de
Cymbopogon nardus quando utilizado
na concentracdo de 50 e 100% obteve

eficacia de 53 e 73% no ensaio TIA e 77

e 94% no ensaio LPT, respectivamente.
Olivo et al. (2008) testando diversas
concentragfes do 6leo de citronela (0,1;
0,25; 0,5; 1; 2; 10; 25 e 50) encontraram
eficacia sobre fémeas ingurgitadas de
0,7; 2,8; 51,6; 79,3; 81; 87,1; 86,7 e
89,5%, respectivamente. Contudo, vale
ressaltar que o uso de extratos em
concentracfes muito altas podem ser
toxicas para letais, tanto para o0s
parasitas como para 0s animais. Sendo
assim, avaliar a toxicidade dos
fitoterapicos € um ponto chave que deve
ser abordado em todos os experimentos
in vitro.

Os ensaios de toxicidade s&o
elaborados com o objetivo de avaliar os
efeitos toxicos em sistemas biologicos e
dimensionar a toxicidade relativa das
substancias para os animais e/ou meio
ambiente (PEREIRA et al., 2015). Para
tanto o ensaio de letalidade frente ao
microcrustaceo A. salina  Leach.
apresenta-se como um metodo de alta
especificidade, barato, seguro e pratico
(Koutsaftis & Aoyama, 2007). O teste de
toxicidade apresentou DLso de 1.248
pug.mL?t (1.109 - 1.493; R?= 0,838). Os
resultados encontrados nos testes in
vitro aliados aos vistos no teste com A.
salina mostram que o extrato produzido
possui propriedades antiparasitarias e
toxico

ao mesmo tempo ndo é

(DLs0>1000 pg.mL?). Somente apés a
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comprovagcdo da auséncia de efeito
deletérios in vitro o fitoterapico podera
ser aprovado para iniciar os testes in
vivo (Arcanjo et al., 2012).

O cultivo de plantas medicinais no pais
ainda é pequeno, todavia encontra-se
em ascendéncia anual, estimulado
principalmente pela dificuldade da
indastria farmacéutica em obter novos
medicamentos sintéticos (Teixeira & de
Melo, 2014). Estes fitoterapicos podem
ser usados como alternativa, em locais
onde ha resisténcia acaricida mudltipla,
areas rurais onde os agricultores nao
tém acesso aos acaricidas
convencionais ou ainda em producdes
organicas de bovinos (Molento et al.,
2013). Ressalta-se ainda a tendéncia de
mudanca de comportamento dos
consumidores, que estdo buscando
produtos mais saudaveis e com menor
uso de produtos quimicos durante a

producao (Sprenger et al., 2015).

CONCLUSAO

Novos estudos devem ser realizados
buscando maximizar a eficacia deste
extrato, uma vez que foram encontrados

resultados promissores.
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