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RESUMO

Em razdo do nimero de patologias transmitidas atraves da espécie Rhipicephalus sanguineus
surgiu a necessidade da utilizacdo de métodos quimicos de controle, 0 que ocasionou a
selecdo de carrapatos resistentes. Em consequéncia, pesquisas e emprego de fitoterapicos
surgiram como alternativa viavel para o controle destes ectoparasitos. Nesse contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro a acdo parasiticida do extrato salino bruto
de Prosopis juliflora sobre fémeas de R. sanguineus, avaliando a mortalidade e eclosdo de
ovos. Para a obtencdo do extrato, foram utilizadas as folhas de P. juliflora, submetidas a
extracdo a 10% (p/v) em uma solucdo de NaCl 0,15 M sob agitacao, filtragéo e centrifugacao.
As teledginas foram coletadas em cdes domesticos, transportadas e identificadas,
homogeneizadas em grupos de oito fémeas, imersas em 10 mL da solucdo do extrato e
submetidas a dois tempos de exposicdo (10 e 20 minutos), foi utilizado dgua destilada no
controle negativo e Amitraz para o controle positivo. Apds a imersao, as teledginas foram
fixas em placas e incubadas em B.O.D. Como resultados, houve a inibi¢do da eclosdo das
teledginas tratadas, de 40% no tempo de 10 minutos e de 56% em 20 minutos e ndo ocorreu
mortalidade das fémeas pesquisadas. Conclui-se que o extrato salino bruto de P. juliflora
apresentou atividade ovicida nas fémeas testadas, como alternativa viavel no controle
bioldgico.

Palavras-chave: Céo domestico. Carrapato. Controle biologico.



ABSTRACT

Due to the number of pathologies transmitted through the species Rhipicephalus sanguineus,
there was a necessity of utilizing chemical control methods, causing the selection of resistant
ticks. As a result, research and the use of herbal medicines have emerged as a viable
alternative for control of these ectoparasites. In this context, the present study aimed to
evaluate in vitro the parasiticidal action of Prosopis juliflora crude salt extract on R.
sanguineus females, evaluating the mortality and hatching of eggs. To obtain the extract, the
leaves of P. juliflora were used, submitted to 10% (w / v) extraction ina 0.15 M NaCl solution
under agitation, filtration and centrifugation. The teleogens were collected from domestic
dogs, transported and identified, homogenized in groups of eight females, immersed in 10
mL of the extract solution and subjected to two exposure times (10 and 20 minutes), distilled
water was used in the negative control and Amitraz for positive control. After immersion, the
teleogens were fixed in plates and incubated in B.O.D. As a result, there was an inhibition of
the hatched teleogenes hatching, 40% in 10 minutes and 56% in 20 minutes and there was no
mortality in the females surveyed. It is concluded that the crude extract of P. juliflora
presented ovicidal activity in the tested females, as a viable alternative in biological control.

Keywords: Domestic dog. Tick. Biologic control.
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1 INTRODUCAO

O carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus pertencente a familia Ixodidae, tem
distribuicdo mundial, e no Brasil, encontrou condi¢des favoraveis de temperatura e umidade
para 0 seu desenvolvimento, podendo ser localizado em ambientes rurais e urbanos
(DANTAS-TORRES, 2010). Possui como principal hospedeiro o cdo doméstico, Canis lupus
familiaris L. (VASQUEZ et al., 2019), porém tem com capacidade de parasitar animais
silvestres, como répteis, aves e mamiferos (PEREIRA et al., 2017), além de humanos
(DEHHAGHI et al., 2019).

R. sanguineus pode causar problemas aos seus hospedeiros, seja de forma direta, em
grandes infestacbes ou como transmissor de agentes patogénicos como: Ehrlichia canis
(OJEDA-CHI et al., 2019), Hepatozoon canis (CHAO; LIAO; SHIH, 2019), Babesia canis
(GAMA-MELDO et al., 2019), Rickettsia conorii (DEJAN et al., 2019), Rickettsia rickettsii
(ORTEGA-MORALES et al., 2019), Borrelia spp. (RAULFA et al, 2018) e Leishmania spp.
(VIOL et al., 2016).

A principal forma de controle ocorre com utilizacdo de acaricidas quimicos, o que
predispde o surgimento de populacGes de carrapatos resistentes (BECKER et al., 2019).
Assim, a fitoterapia € uma alternativa relevante para o controle de infestacdes por
ectoparasitos (AMANTE et al., 2019) em razéo da possibilidade de tratamento, associado ao
retardo no surgimento da resisténcia parasitaria.

Neste sentido, extratos etandlicos de folhas vegetais foram testadas contra fémeas
adultas de Dermacentor nitens, quanto a eficiéncia acaricida, as espécies Piptadenia
viridiflora e Ximenia americana demonstraram uma eficécia superior a 90%, Schinopsis
brasiliensis exibiu um potencial acima de 70% e Serjania lethalis de 26%
(VASCONCELOS et al., 2018). Pesquisas com Oleo essencial das folhas de Croton
blanchetianus foi utilizado contra Rhipicephalus microplus com uma taxa de mortalidade de
66,7% (RODRIGUES et al., 2019).

Dentre as plantas com atividade medicinal se evidencia Prosopis juliflora com
atividade bioldgica associada a presenca de compostos fenolicos, terpenos, alcaloides e
flavonoides (UKANDE et al., 2019). Foram descritas atividades em terapia de doencas
digestivas, reumaticas e pele (ARYA et al., 2018), além de antibacterianas, antifingicas e
anti-inflamatorias (MAGADI et al., 2018), entretanto, sem pesquisa descrita com R.

sanguineus.



10

Assim, o presente trabalho teve como objetivo pesquisar o potencial antiparasitario
do extrato salino bruto obtido das folhas de P. juliflora em teledginas ingurgitadas da espécie
R. sanguineus. A obtencdo de resultados positivos da suporte para o futuro desenvolvimento
de um bioproduto alternativo de controle desses ectoparasitos.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 CARRAPATOS

Os carrapatos séo ectoparasitos hemat6fagos de mamiferos, aves e répteis (PEREIRA
et al., 2017). Climas tropicais e subtropicais favorecem o seu crescimento por fatores como
temperatura e umidade (RODRIGUEZ et al., 2018). Sdo vetores de doengas, como
dermatites, lesbes cutaneas e anemias (BOWMAN, 2010). Estes ectoparasitas possuem a
capacidade de manter o patégeno ao decorrer de geracdes, através de transmissdo
transovariana e transestadial (DANTAS-TORRES, 2007).

Existem aproximadamente 937 espécies de carrapatos distribuidos mundialmente em
trés familias (Figura 1): Ixodidae ou carrapatos duros que se destacam por apresentarem um
escudo quitinoso e tem 212 espécies; Argasidae ou carrapatos moles, que ndo possuem
escudo, com 724 especies; e Nuttalliellidae representada pelo género monoespecifico
Nuttalliella (BOWMAN, 2010; NAVA et al., 2017).

Figura 1 — A — Carrapato duro ilustrado pela espécie Rhipicephalus sanguineus; B —
Carrapato mole ilustrado pela espécie Argas reflexus; C — Carrapato monoespecifico
ilustrado pela espécie Nuttalliella namaqua.

A B C

"

L

Fonte: http://labs.russell.wisc.edu Fonte: https://bugguide.net  Fonte: https://journals.plos.org

As espécies da familia Ixodidae apresentam dimorfismo sexual acentuado no qual 0s
machos possuem um rigido escudo que cobre inteiramente sua parte dorsal, na fémea, larva
e ninfa apenas uma pequena parte da superficie dorsal é coberta, possibilitando a dilatacdo
do abdémen apos o repasto (URQUJART et al., 1998). O corpo dos carrapatos tem aspecto
globoso e é dividido em gnatossoma que compreende a porcao anterior e idiossoma sendo a

posterior (NEVES et al., 2016). Apresenta um par de estigmas respiratorios, um par de


http://labs.russell.wisc.edu/
https://bugguide.net/
https://journals.plos.org/
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palpos, um par de queliceras com laminas cortantes, e um 6rgdo nominado hipostdmio que
possui uma vasta quantidade de dentes e denticulos (BOWMAN, 2010). Possui pregas
denominadas festOes, os olhos podem estar ausentes ou presentes e sdo dispostos na parte
externa do escudo, ornamentado e com genital na parte ventral e 0 anus na posterior
(URQUIJART et al., 1998) (Figura 2).

Figura 2 — Descri¢cdo morfoldgica de um carrapato duro com representacao da parte dorsal e

ventral
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Fonte: https://ppbio.inpa.gov.br

A fixacéo dos carrapatos ocorre por breves periodos e varia de um a trés hospedeiros,
assim o ciclo bioldgico pode ocorrer completamente no mesmo hospedeiro (carrapatos de
um hospedeiro); ou as larvas e ninfas se desenvolvem em um hospedeiro e os adultos em
outro (carrapatos de dois hospedeiros); e quando os estagios diferem o hospedeiro (carrapatos
de trés hospedeiros) (URQUJART et al., 1998).

Os principais problemas ocasionados pelo parasitismo, sdo as reacOes cutaneas
associadas a inflamacdo causada por componentes da saliva, algumas espécies possuem
toxinas de efeito paralisante que podem ser fatais ao hospedeiro (NEVES et al., 2016).

No Brasil, a familia Ixodidae agrupa os géneros de maior importancia médica e
veterinaria, por apresentar espécies predominantes, ampla distribuicdo geogréafica e vetores
de graves doencas (DANTAS-TORRES et al., 2019).

O género Rhipicephalus inclui 79 espécies de ectoparasitos (BOWMAN; NUTTALL,
2008; DANTAS TORRES, 2008). Possui grande importancia médica e veterinaria, por
possuir espécies vetores de patdgenos que acometem animais (LOCKWOOD et al., 2018).

A espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Figura 3) situa-se em diversos paises
tropicais e subtropicais, parasita mamiferos domésticos e silvestres, tendo preferéncia por

bovinos, nos quais é responsavel por transmitir babebiose e anaplasmose (SEQUEIRA;


https://ppbio.inpa.gov.br/Ixoditeca/morfologia
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AMARANTE, 2001). Acarreta grandes perdas a pecuaria (GUGLIELMONE; BEATI;
BARROS-BATTESTI, 2006), com reducdo de peso e producéo de leite, perda de sangue e
transmisséo de doencgas (AVINASH et al., 2017).

Figura 3 — Vista dorsal da espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus principal
ectoparasito de bovinos do Brasil: A — Fémea; B — Macho.

A B

Fonte: EMBRAPA (2018) Fonte: EMBRAPA (2018)

Os carrapatos da espécie Dermacentor nintens, vetores da babesiose, localizam-se
mais no pavilhdo auricular de equinos e podem gerar lesdes deformantes e mutilantes na
cartilagem da orelha (BRITES-NETO; DUARTE; MARTINS, 2015). Enquanto a espécie
Amblyomma sculptum, anteriormente denominada Amblyomma cajennense atua como vetor
da Rickettsia rickettsii, 0 agente causador da Febre Maculosa em humanos (NAVA et al.,
2014; MARTINS et al, 2017) (Figura 4).

Figura 4 — Carrapatos: A — Da espécie Dermacentor nintens acomete pavilhdo auricular em
equideos; B — Amblyomma sculptum encontrado em animais silvestres.

Fonte:https://www.researchgate.net Fonte: http://www.boiapasto.com.br


https://www.researchgate.net/
http://www.boiapasto.com.br/
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2.1.1 Rhipicephalus sanguineus

Espécie que se localiza em todos o0s continentes, parasita preferencialmente o cdo
domeéstico, mas pode ter como hospedeiros outros mamiferos e aves. Originado na regiao
Afrotropical, porém com distribuicdo cosmopolita associado as migracfes humanas
(WALKER; KEIRANS; HORAK, 2000), conhecido por "carrapato marrom™ (NAVA et al.,
2018) é comumente encontrado no Brasil em &reas rurais e urbanas, podendo gerar grandes
infestagbes (SZABO et al., 2010).

Encontra-se em diferentes cores e tamanhos, o hispostdmio e os palpos sdo curtos, a
base do capitulo hexagonal, as primeiras coxas com dois espordes e as pernas maiores do par
anterior para o posterior, com 0s machos apresentando placas adanais e escudos (TAYLOR;
COOP; WALL, 2010; NEVES et al., 2016) (Figura 5). Vivem em ninhos, abrigos dos
hospedeiros, frestas e buracos (LABRUNA, 2004; DANTAS-TORRES, 2008).

Figura 5 - Carrapato marrom dos caes da espécie Rhipicephalus sanguineus: A - Vista dorsal:
B — Vista ventral.
A B

Fonte: https://bugguide.net

O parasitismo por R. sanguineus em humanos tem sido descrito, apesar de incomum
(ACOSTA; MARTINS; LABRUNA, 2017). Casos de parasitismo no Brasil foram
notificados em: Goiania/GO, Recife/PE, Olinda/PE, Pedreira/SP, Cachoeira do Sul/RS e
Mato Grosso do Sul/MS (GUGLIELMONE et al., 2006; ACOSTA; MARTINS;
LABRUNA, 2017).
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Este ectoparasito apresenta quatro estagios em seu ciclo de vida, com trés ativos e
dependentes do repasto sanguineo para desempenho de suas funcdes bioldgicas (FACCINI;
BARROS-BATTESTI, 2016).

2.1.1.1 Ciclo de vida

Em cada estagio de desenvolvimento, ovo, larva, ninfa e adultos ocorre alimentacéo,
e a muda (ecdise) acontece no ambiente em que vive, mantendo vinculo com seu hospedeiro
(BARROS-BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006; DANTAS-TORRES, 2008). Fatores
bidticos e abidticos influenciam diretamente na nutricdo de R. sanguineus (DANTAS-
TORRES, 2015).

No decorrer do ciclo, os carrapatos apresentam duas fases distintas, a de vida livre e
a parasitaria (SERRA-FREIRE, 2009). O hospedeiro é parasitado pelas larvas e ninfas (3a 7
dias), as fémeas adultas de 5 a 10 dias e os machos mais de 15 dias se alimentando; as larvas
e ninfas ingurgitadas soltam-se, efetuam a ecdise e desprendem-se do hospedeiro para
acontecer a ovipostura no ambiente (LABRUNA, 2004). As teledginas podem ovipor cerca
de 4.000 ovos durante uma postura, sendo que a quantidade tem relacdo direta com 0 peso
corporal (DANTAS-TORRES, 2010) (Figura 6).

Figura 6 — Ciclo de vida do carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus com
demonstracdo das fases de ovo, larva, ninfa e adultos.
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&

Fonte: http://bichodomatosaude.blogspot.com
R. sanguineus pode ter entre trés ou quatro geracdes por ano de acordo com a regido,
condicdes de temperatura, umidade e disponibilidade de hospedeiros (SILVEIRA; PASSOS;
RIBEIRO, 2009).
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No repasto, os carrapatos ficam sobre a pele de seu hospedeiro e utilizam os palpos
maxilares que séo dotados de estruturas sensoriais, com as quais procuram encontrar o ponto
adequado, em seguida se fixam e forcam o hipostdmio; este possui fileiras de dentes
quitinosos que penetram a pele. Juntamente com as queliceras, e atingem as camadas
superiores da derme, sdo geralmente encontrados nas orelhas e entre os dedos dos caes,
estagios imaturos tém preferéncia por pelos do pescoco (TAYLOR; COOP; WALL, 2010).
Também se alimentam de linfa e restos da derme e/ou epiderme, lesionada por enzimas
proteoliticas excretadas na sua saliva (LABRUNA, 2004).

Os carrapatos e as pulgas séo conhecidos no Brasil como os principais ectoparasitos
dos cdes, sendo objeto de estudos com relatos de ocorréncia de diversas patologias, fazendo
com que o estudo da epidemiologia tenha importancia na busca por formas de controle de
infestacOes (VIEIRA et al., 2018).

Assim é importante o desenvolvimento de estratégias para o controle de carrapatos,
como tratamento seletivo de hospedeiros (MOLENTO et al., 2013), emprego de controle
bioldgico (CAMARGO et al., 2016), uso de fitoterapicos (AMANTE et al., 2019), além da
adocdo de produtos quimicos em instalagdes de ordenha e canis (SOUZA et al., 2015), sendo

os ultimos acaricidas os mais aceitos e utilizados.

2.2 CONTROLE PARASITARIO

O controle em éreas contendo infestacbes de carrapatos ocorre pela reducéo
populacional; emprego de carrapaticidas, uso de protecdo individual e corte de gramineas
que servem de abrigo ao ectoparasito (NEVES et al., 2016). Entretanto o controle quimico é

0 mais utilizado.

2.2.1 Controle quimico

A utilizacdo de acaricidas sintéticos auxilia tanto no controle em hospedeiros como
no ambiente (BECKER et al., 2019) e existe uma diversidade de bases, formulagdes e formas
de uso, podendo ser aplicados por imersdo, spray, ducha ou pour on, coleiras, shampoos e
preparacfes em pd (DANTAS-TORRES, 2008). Os grupos quimicos que compdem 0s
carrapaticidas de contato sdo os organofosforados, amidinicos, piretroides e fenilpirazdis
(SPAGNOL; PARANHOS; ALBUQUERQUE, 2010).
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J& as lactonas macrociclicas e o fluazuron sdo carrapaticidas sistémicos, com
aplicacdo de forma injetavél ou pour on, fazendo com que o principio ativo seja metabolizado
e distribuido em todo o corpo do animal e, através do sangue, chega ao carrapato e ocasiona
sua morte (FURLONG, 2005). Esses produtos tém custos associados, desenvolvimento de
resisténcia e riscos ambientais.

Os organofosforados sdo os carrapaticidas mais antigos provenientes do acido
fosforico. Esse grupo causa a inibi¢do da enzima acetilcolinesterase, ocorrendo aumento de
acetilcolina em niveis toxicos para o carrapato e promovendo aumento das contracfes dos
musculos até alcancar a paralisia (ANDREOTT]I, 2010). Possuem baixo poder residual e
ainda sdo comercializados, apesar do baixo interesse por esse grupo, devido a resisténcia dos
carrapatos; além disso, muitos produtos dessa familia estdo em associacbes com 0s
piretréides ou bernicidas para melhoria na eficacia (FURLONG, 2005).

O grupo de amidinicos tem acéo sobre a postura de ovos nas teledginas, a partir da
inibicdo de enzimas relevantes para o seu metabolismo, como as monoaminooxidas. E toxico
para as fases do carrapato, principalmente para as larvas (ANDREOTTI, 2010). Tem grande
aprovacao por parte dos produtores, sendo bastante aplicados, tém um poder residual maior
que os organofosforados e proporcionam maiores intervalos de tratamentos (FURLONG,
2005).

Os piretroides sintéticos possuem acgdo sobre os canais de sédio dos filamentos
nervosos do ectoparasita, ocasionando bloqueio da sua abertura e fechamento, com isso,
ocorre morte por hiperexcitacdo (DOS SANTOS; AREAS; REYES, 2007). Foram
elaborados com o intuito de causarem menor toxicidade aos animais e possuirem um poder
residual maior que os outros; contudo esses residuos influenciaram na resisténcia dos
carrapatos a esse grupo. Na tentativa de estender sua vida util, foram criadas novas
formulac@es, sendo associados aos organofosforados e os produtos mais populares dessa
familia contém na sua constituicdo a delmetrina, cipermetrina e alfametrina (FURLONG,
2005).

Os fenilpirazois tem acdo sobre o sistema nervoso causando paralisia, apresentam
como desvantagem a proibicdo de seu uso nos animais em lactacdo, possuem aplicacdo na
forma de pour-on (ANDREOTT]I, 2010).

As lactonas macrociclicas revolucionaram o mercado mundial dos antiparasitarios;
apresentam maior poder residual que os piretroides e demonstram também eficiéncia contra
parasitos, na qual adquirem o nome de “endectocidas”. Sao originados de produtos

adquiridos com a fermentacdo do fungo Streptomyces avermitiles, possuindo quatro
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subgrupos no mercado que sdo Ivermectin, Moxidectin, Doramectin e Abamectin
(FURLONG, 2005). Bloqueiam a transmissdao dos impulsos nervosos no carrapato, que
morre paralisado (ANDREOTTI, 2010).

O fluazuron ndo possibilita a mudanca de fase e crescimentos do carrapato, também
interfere na sua reproducdo e é capaz de afetar a producdo de quitina, um importante
constituinte desse ectoparasita (FURLONG, 2005).

Esses controles quimicos matam os carrapatos ou impedem a oviposicdo de fémeas,

entretanto estdo relacionados a resisténcia desses.

2.2.1.1 Resisténcia parasitaria

A utilizacdo indiscriminada de acaricidas sintéticos tem selecionado populagdes
resistentes (ANDREOTTI et al., 2011), causado problemas ambientais pelo descarte
incorreto desses residuos quimicos como contaminagdo ambiental, além de ocasionar
intoxicacdo e mortalidade de animais (OLIVO et al., 2013).

Pesquisas vém notificando casos de resisténcia aos acaricidas quimicos, como a
realizada por Bandara e Karunaratne (2017), onde R. microplus apresentou uma forte
resisténcia ao DDT (diclorodifeniltricloroetano) e resisténcia moderada a organofosforados
e carbamatos; alem do diagndstico de alteracdes moleculares como acetilcolinesterases
insensiveis e mutagdes de resisténcia do tipo knockdown (kdr).

Nagar et al. (2018) identificaram em seis isolados de R. microplus resisténcia contra
piretrdides sintéticos e organofosforados, por meio de mutagcdo nos genes para proteinas do
canal de sddio e acetilcolinesterase. Cuore, Solari e Trelles (2017), detectaram a presenca de
resisténcia multipla em carrapatos a cinco principios ativos, as lactonas macrociclicas na qual
tiveram a menor porcentagem de resisténcia, os piretroides sintéticos maiores percentuais e
fipronil, amitraz e organofosforado, porcentagem de resisténcia mediana.

A resisténcia aos carrapaticidas geralmente é menor em carrapatos de hospedeiros
multiplos do que em hospedeiros individuais, € o desenvolvimento de resisténcia em paises
tem sido mais rapido em R. microplus em comparacao a carrapatos de multiplos hospedeiros
(RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2014). A frequéncia de aplicacdo, assim como o método e
manejo inadequado dos campos sdo alguns fatores associados a resisténcia dos carrapatos
aos acaricidas (DAHER et al, 2012). Segundo Souza et al. (2015), o uso descontrolado desses

carrapaticidas e em doses incorretas tem se tornado um grave problema para a satde dos


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/acetylcholinesterase
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/acetylcholinesterase
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/knockdown-resistance
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animais, devido ao aumento de residuos ambientais e atuando como fator de selecdo e
indugéo de resisténcia.

Os métodos de controle para combater o estabelecimento, progressao e impacto da
resisténcia envolvem a reducdo da frequéncia de aplicacdo de carrapaticidas com mudanca
de dose e concentracdo, aplicacdo de pesticidas sinérgicos e misturas, rotatividade na
aplicacdo de grupos quimicos com diferentes mecanismos de agao, utilizacdo de extratos de
plantas, vacinacdo e uso de agentes de controle bioldgico (RODRIGUEZ-VIVAS et al.,
2014).

E notdria a busca por outras formas de controle de ectoparasitos e desenvolvimento
de estratégias eficientes para retardar o surgimento de resisténcia. Com isso, 0 interesse por
pesquisas com o uso de plantas medicinais vem aumentando nos ultimos anos quanto as suas
propriedades farmacoldgicas e composicdo quimica. A utilizagdo de plantas como
fitoterapicos decorre da vasta diversidade de especies existentes, baixo custo e facil
disponibilidade em determinadas regides (AGNOLIN et al., 2010; NICOLINO;
PARALHOS; MACIEL, 2013).

2.2.2 Controle alternativo por fitoterapicos

Os fitoterapicos tornaram-se alternativa importante no controle de ectoparasitos, com
potencial na diminuicdo aos impactos econdmicos, ambientais e uso de acaricidas sintéticos.
Os testes realizados com o0s extratos e outras preparacdes de plantas tendem a apresentar
menor toxicidade aos animais, rdpida degradacdo, menor producdo de residuos e
desenvolvimento tardio de resisténcia (NICOLINO; PARALHOS; MACIEL, 2013).

Estudos relatam a eficiéncia de fitoterapicos no bloqueio da ovipostura e/ou eclosao
de ovos de fémeas ingurgitadas de carrapatos (SPRENGER et al., 2016). Amante et al. (2019)
descrevem que existe grande possibilidade de que extratos de plantas fornecam formulagdes
eficazes e ecoldgicas para o controle de infestagdes por piolhos e carrapatos em animais.
Godara et al. (2014) analisaram a atividade acaricida de Artemisia absinthium contra R.
sanguineus com extrato de cloroférmio obtido das partes aéreas da planta, onde foi
observado inibicdo na eclosdo de 100% (concentracdo de 20%). J& Oliveira (2018)
avaliaram extrato bruto de partes aéreas (flores, folhas e caule) de Acmella oleracea sobre as
fémeas semi-ingurgitadas de R. sanguineus, e foram observadas taxas de mortalidade de

100% na concentracdo de 100 mg/ml.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jemt.22693#jemt22693-bib-0001
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jemt.22693#jemt22693-bib-0001
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2.2.2.1 Prosopis juliflora (Sw.) DC.

Prosopis juliflora (Sw.) DC. referente a familia Leguminosae (Fabaceae), subfamilia
Mimosoideae (UKANDE et al, 2019) é conhecida popularmente como algaroba (FELIPPE,
2004), alfarroba ou mesquita (LORENZI, 2018). E uma arvore considerada rdstica com
resisténcia a seca e adequada a solos pobres e aridos, nativa de paises do continente
americano, como Estados Unidos e México (LORENZI, 2018), que chegou em territorio
brasileiro em 1942 (BURNETT, 2017) (Figura 7).

Figura 7 - Prosopis juliflora conhecida popularmente como algaroba: A- Viséo geral da
espécie vegetal; B — Folhas.

Fonte: https://appverde.wordpress.com

E uma espécie vegetal de grande importancia melifera (FELIPPE, 2004), que pode
ser aplicada no setor de apicultura, na producdo de carvao vegetal e madeira, uso na area
médica e farmacéutica (PEGADO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010), no paisagismo e
suas vargens servem ainda de forragem para o gado (LORENZI, 2018).

Entre as caracteristicas possui de 7 a 12 metros de altura, tronco sinuoso com casca
escamosa e grossa, ramos abertos apresentando espinhos axilares, por vezes frageis, criando
copa alongada; suas folhas sdo perenes, bipinadas com foliolos linear-alongados, as flores
sdo pequenas de cor verde amarelado, produzidas em diversas épocas do ano, dispbe de
inflorescéncias axilares, espigas cilindricas, as vagens sdo achatadas, de cor branco

amarelado e presenca de depressdes entre suas sementes (LORENZI, 2018).


https://appverde.wordpress.com/
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Na planta estdo presentes compostos fenolicos, terpenos, alcaloides e flavonoides
(UKANDE, 2019), com utilizacdo no tratamento de doencas digestivas, reumaticas e de pele
(ARYA et al., 2018). As folhas podem ser utilizadas no tratamento da asma, bronquite,
conjuntivite e doencas venéreas, com propriedades inseticida, antibacteriana, antifingica e
anti-inflamatoria (MAGADI et al., 2018).

El-Mergawi, Ibrahim e Al-Humaid (2018) avaliaram o efeito de quinze plantas contra
as espécies de fungos Fusarium solani, Botrytis cinerea, Alternaria alternata e Stemphylium
botryosum, onde o extrato metandlico de parte aéreas de P. juliflora reduziu o crescimento
de todos os fungos testados, revelando potencial antifingico. Batista e colaboradores (2018)
investigaram a atividade in vivo de extratos etanélicos de folhas e de vargens de P. juliflora
(enriquecidos com alcaloides) em modelo murino, onde foi relatado agdo antimalarica contra
Plasmodium berghei. Costa e Cavalcante (2018) realizaram testes in vitro com P. juliflora
contra células tumorais humanas, com o extrato bruto da casca do caule inibindo a
proliferacdo de células tumorais de mama em 28,9%. Badri et al. (2017) aplicaram o extrato
metandlico de folhas de P. juliflora em bactérias gram-negativas ( Escherichia coli,
Escherichia coli ESBL, Shigella flexneri, Salmonella typhi, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae); e em bactérias gram-positivas (Enterococcus faecalis,
Listeria monocytogenes e Bacillus cereus), com efeitos inibitorios contra a maioria dos
micro-organismos testados, tendo maior efeito contra P. aeruginosa e L. monocytogenes,
demonstrando assim, potencial antibacteriano.

Assim, tendo em vista a necessidade do desenvolvimento de carrapaticidas naturais
para o controle de R. sanguineus, a avaliacdo do extrato salino bruto de P. juliflora como
potencial antiparasitario sobre esses ectoparasitos foi de grande importancia, servindo de
base para um futuro desenvolvimento de produto, para o surgimento de controle bioldgico

de R. sanguineus e influenciando na reducédo da selecdo de individuos resistentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro a acdo parasiticida do extrato salino bruto das folhas de Prosopis

juliflora sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus e ecloséo de ovos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar andlise fitoquimica do extrato salino bruto das folhas de P. juliflora;

Analisar a atividade in vitro parasiticida do extrato salino bruto das folhas de P.
juliflora sobre a mortalidade de fémeas de R. sanguineus.

Analisar a atividade in vitro parasiticida do extrato salino bruto das folhas de P.

juliflora sobre a ecloséo dos ovos de R. sanguineus;
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4 METODOLOGIA

4.1 EXTRATO SALINO BRUTO DE Prosopis juliflora

4.1.1 Coleta do material vegetal

As folhas da espécie Prosopis juliflora foram coletadas no municipio de Ipueira,
Estado do Rio Grande do Norte. A identificagdo taxondmica da espécie realizada no Herbario
Déardano de Andrade-Lima, do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade

Federal Rural do Semi-arido (UFERSA), sendo registrada como exsicata n® 14.999.

4.1.2 Anédlise Fitoquimica

A anélise da composicéo quimica do po da folha da P. juliflora foi realizada seguindo
a metodologia de Matos (2008) na qual os constituintes foram categorizados por classes
metabolicas, através da submisséo do po obtido das folhas da algaroba a tratamento térmico
com diferentes reagentes quimicos especificos. A observacdo de reacbes de precipitacéo,
colorimétricas e de fluorescéncia serviu para a identificacdo da presenca dos metabolitos

secundarios.

4.1.3 Preparacéo do extrato salino bruto

As folhas da espécie vegetal foram separadas, lavadas, secas a temperatura ambiente,
trituradas para obtencdo do po, com posterior extracdo a 10% (p/v), em uma solucéo de NaCl
0,15 M, sob agitacdo constante durante 16 horas. Posteriormente foi submetido a filtracdo e
centrifugacdo (4°C; 8.000 rpm) durante 20 minutos, para se obter o extrato salino bruto a
10% (NELSON; COX, 2014) (Figura 8).
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Figura 8 - Preparacédo do extrato salino bruto das folhas de Prosopis juliflora: A — P4 obtido
da tritura das folhas; B - Liquido obtido ap6s a extracdo salina; C — Centrifugacdo; D —
Extrato bruto apos centrifugar.

A B

Fonte: Arquivo pessoal

4.2 COLETA DE TELEOGINAS DE Rhipicephalus sanguineus

4.2.1 Autorizacdo do comité de ética e pesquisa

O referido estudo foi submetido & Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFERSA com aprovacio mediante nimero N°23091.009318/2016-40.

4.2.2 Coleta dos ectoparasitos em cées

Os carrapatos foram coletados de caes do municipio de Mossord, sem expostos a acdo
de antiparasitarios por um periodo de 30 dias. Fémeas ingurgitadas foram coletadas,
armazenadas em frascos aerados (Figura 9) e levadas ao Laboratério de Biotecnologia
Aplicada a Doencgas Infecto-parasitarias, da UFERSA, onde houve a identificacdo

morfoldgica em estereomicroscopio
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Figura 9 - Coletas dos ectoparasitos em caes domésticos do municipio de Mossoro: A - Coleta
das fémeas em cées; B - Espécimes armazenadas em frasco.

Fonte: Arquivo pessoal

4.3 AVALIACAO in vitro DA ATIVIDADE DO EXTRATO CONTRA Rhipicephalus
sanguineus POR MEIO DO TESTE DE IMERSAO

As teledginas foram pesadas em balanca analitica de precisdo para homogeneizagdo
de quatro grupos, cada um composto por 8 fémeas (PIRES, 2006). Posteriormente imersas
em 10 ml do extrato salino bruto em tempos distintos de exposic¢do, 10 e 20 minutos. O
Amitraz (0,25mg/mL) foi utilizado como controle positivo (na concentragdo recomendada
pelo fabricante) e a agua destilada foi utilizada como controle negativo. Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicata. (Figura 10).
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Figura 10 — Avaliacéo in vitro da atividade do extrato contra Rhipicephalus sanguineus por
meio do teste de imersdo: A — Pesagem das teledginas; B - Imersdo; C — Fixagdo em placa;
D - Fémeas acondicionadas em B.O.D.

Fonte: Arquivo pessoal

Apos imersdo, as teledginas foram secas com papel adsorvente, fixadas com fita
adesiva em placas de Petri e acondicionadas em estufa incubadora tipo B.O.D. (+27 °C e
UR>80%) (DOURADO, 2001). Apo6s o inicio da ovipostura as fémeas sobreviventes

permaneceram na B.O.D por 16 dias, foi observado se houve morte das fémeas ap0s imerséo.

4.4 ANALISE in vitro DO EXTRATO CONTRA Rhipicephalus sanguineus ATRAVES DO
TESTE DE ECLODIBILIDADE

Apds ovipostura, os ovos obtidos foram pesados (CASTRO et al, 2010), retirados e
transferidos com o auxilio de um pincel para um tubo de ensaio fechado com fita microporosa
(Figura 11), depois acondicionados até a eclosdo (GIGLIOTI et al., 2011). Os tubos ficaram
na B.O.D. (+27 °C e UR>80%) durante 24 dias, ao final foram conduzidas ao congelador
onde ficaram por 2 h para morte das larvas. O contetudo (de cada tubo) foi depositado em

frasco e adicionou-se alcool etilico 70%, para realizar a leitura das amostras.
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Por meio de trés aliquotas foi realizada a contagem de ovos, contabilizado o total de
ovos eclodidos e ndo eclodidos e o total de larvas, por fim, calculado a taxa de ecloséo de
cada aliquota e fazendo sua média aritmética.

Figura 11 — A — Fémeas ap0s o periodo de ovipostura; B — Pesagem dos ovos; C —

Acondicionamento dos ovos em tubos de ensaio.

Fonte: Arquivo pessoal

4.5 ANALISE DOS DADOS

O peso da postura, a taxa de larvas eclodidas (sendo comparadas a partir do controle
negativo), o periodo de postura e incubacdo foram analisados no estudo (PIRES, 2006).

O célculo da ecloséo foi realizado a partir da seguinte razdo matematica: a taxa de
eclosdo é igual ao nimero de larvas divido pelo nimero de ovos, multiplicado por cem
(ROSA; AVILA, 2000).

. Nuamero de larvas
Taxa de eclosio = — x 100
Numero de ovos
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na anélise fitoquimica foi diagnosticada presenca de fendis, cumarinas, taninos
condensados e saponinas, podendo esses metabdlitos terem acdo sobre as fémeas testadas
(SPRENGER et al., 2015) (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo das classes de metabdlitos secundarios a partir do p6 das folhas
de Prosopis juliflora.

Classe de metabdlitos secundarios Método de identificacdo Resultado
Fendis Reacdo de cloreto férrico +
Antraquinonas Bortrager -
Cumarinas Teste de Fluorescéncia +
Taninos Condensados Stiasny +
Taninos Hidrossoluveis Stiasny -
Taninos livres Precipitacdo por gelatina -
Saponinas Agitacdo vigorosa +

Descricao: apos reacdo: (+) presenca de composto; (-) auséncia do composto.

A acdo do extrato produzido de P. juliflora sobre a eclosdo, demonstrou uma
porcentagem de inibicdo de 40% e 56% de eclosdo para a imersdao em 10 e 20 minutos,
respectivamente (Tabela 2). E ndo foi observado morte das fémeas ingurgitadas no

experimento.
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Tabela 2 — Efeito do extrato salino bruto de Prosopis juliflora sobre a eclosdo de ovos de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus coletados em cées naturalmente
parasitados do municipio de Mossor0, Rio Grande do Norte.

Tempo PI(g) PP (g) Pp Eclosdo Mortalidade  Pe

(dias) (%) (%) (dias)
10 min 1,841 05457 16 40 0 24
20min  1,9717 0,8909 16 56 0 24
C- 06864 03102 16 90 0 24
C+ 04112 0 0 0 0 0

C- - Controle negativo; C+ - Controle positivo; PI - Peso médio inicial das teledginas; PP -
Peso meédio da postura apds separacdo dos ovos; Pp - Periodo de postura; Pe - Periodo de

eclosao.

O potencial de inibicdo da eclos@o de 40% e 56% para a imersé@o em 10 e 20 minutos
do extrato testado pode estar relacionado aos metabolicos secundarios encontrados. Quanto
aos fendis sdo conhecidos por possuirem acdo antioxidante e anti-inflamatéria (SIMOES et
al., 2017), podendo demonstrar efeito acaricida (SPRENGER et al., 2016). Porém esse efeito
apresenta mecanismo ainda ndo conhecido em carrapatos.

As cumarinas foram descritam apresentando acdo contra artropodes, devido a uma
ligacdo ao citocromo P450, de forma nédo reversivel, o que implica na capacidade
detoxificante do inseto e inibindo a cadeia de transporte de elétron (SANTOS, 2018).
Mecanismo que pode ter interferido diretamente na eclosdo das larvas dos carrapatos
testados.

Em relacdo a presenca de taninos, Cala et al. (2012) verificaram uma relagéo entre os
taninos e uma interacdo com proteinas livres, agindo sobre a cuticula do parasito e levando-
0 a morte em nematoides. Nesse contexto, deduz-se que essa interacdo pode interferir
também nas larvas evitando o seu desenvolvimento e consequentemente a eclosdo. Testes
com carrapatos de bovino realizados por Sprenger e colaboradores (2015) demonstraram que
os taninos influenciaram na reducdo da postura de ovos e na fertilidade das fémeas adultas
de R. microplus.

Quanto a presenca de saponinas, Simoes et al. (2017) demonstraram que apresentam

atividade sobre as membranas celulares, aumentando a permeabilidade destas e ocasionando
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lesbes, 0 que pode levar a entrada de metabdlitos com acdo em larvas dentro dos ovos.
Evitando assim a ecloséo da larva no grupo testado.

Estudos avaliaram o potencial acaricida de fitoterdpicos utilizando extratos
metandlicos obtidos a partir das plantas inteiras, Calotropis procera e Taraxacum officinale
contra fémeas adultas de R. microplus, com mortalidade larval de 96,0% e 96,7%
respectivamente (KHAN et al., 2019).

Extrato etandlico de partes areas (folhas, flores e caules) de Tagetes patula contra R.
microplus, demonstrou eficacia de 99,2%, no estagio larval e descreveu interferéncia em
todas as fases do desenvolvimento do ectoparasito (POLITI et al.,2019).

Pinto et al. (2018) pesquisou extratos metandlicos bruto foliar de espécies de plantas
em ovos de Dermacentor nitens e R. sanguineus, e obteve efeito significativo com relacéo
de taxa de eclosdo dos ovos, na qual Hovenia dulcis e Malpighia glabra foram as espécies
que demonstraram maior eficiéncia sobre D. nitens e R. sanguineus, sendo de 89% e 100%,
respectivamente.

Dias e colaboradores (2019) analisaram a atividade do extrato hidroalcoolico de
folhas e cascas de Schinus terebinthifolius sob ovos de R. microplus eclodibilidade de larvas,
o resultado mostrou 100% de eficacia do extrato nas concentracdes de 50% e 100%.

Assim, fica claro o potencial de utilizacéo da fitoterapia como tratamento alternativo

contra ectoparasitos de animais.
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6. CONCLUSOES

O pé das folhas de Prosopis juliflora demonstrou a presenca de fenois, cumarinas,
taninos condensados e saponinas na analise fitoquimica, e apresentou resultados satisfatorios
sobre a inibicdo da eclosdo das teledginas tratadas, porém sem causar mortalidade nas
fémeas, podendo ser uma alternativa vidvel de controle biolégico de Rhipicephalus
sanguineus.
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