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EPIGRAFE

“Nao ¢é o mais forte que
sobrevive, nem o mais
inteligente, mas o que melhor se

adapta as mudancgas.”

Charles Darwin



RESUMO

O uso de plantas medicinais ¢ uma alternativa para o controle de pragas, pois fornecem
compostos quimicos com potencial acdo ectoparasiticida. Desta forma, objetivou-se no
presente estudo avaliar a atividade biologica “in vitro” de extratos de Commiphora
leptophloeos (Mart.) JB Gillett, Ziziphus joazeiro Mart., Croton heliotropiifolius Kunth,
Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & Grimes e Eugenia uniflora L. contra ixodideos,
culicideos e nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes. A atividade carrapaticida foi
avaliada contra Anocentor nitens pela técnica de imersdo de fémeas ingurgitadas. Foram
utilizadas concentracdes de 100 % e 50 % dos extratos hidroalcodlicos das folhas de C.
leptophloeos, C. heliotropiifolius e Z. joazeiro e agua destilada como controle negativo. No
ensaio com culicideos, segundo metodologia preconizada pela Organizacdo Mundial da Saude
com larvas de terceiro estadio de Aedes (stegomyia) aegypti expostas a concentracdes de 30
mg / mL, 20 mg / mL e 10 mg / mL dos extratos das folhas de C. leptophloeos e C.
heliotropiifolius, e 30 mg / mL, 1 mg / mL e 0,5 mg / mL para Z. joazeiro, e como controle
positivo larvicida biolégico Bacillus thuringiensis sorovar israelensis nas concentracdes de
0,06 ppm e 0,37 ppm, e controle negativo com agua declorada. Nas mesmas condicdes,
testou-se o extrato etanolico da casca do caule de A. cochliacarpos na concentracdo de 10 mg
/ mL, tendo como controle positivo o larvicida industrial Pyriproxyfen na concentracdo de
0,002 g / L e controle negativo agua destilada. Pelo calculo dos percentuais de reducdo de
larvas por grama de fezes, o0 mesmo extrato de A. cochliacarpos foi avaliado contra helmintos
gastritestinais de pequenos ruminantes (concentracGes a 10 %, 25 % e 50 %), e o extrato
aquoso das folhas de E. uniflora (concentracbes a 20 %). Utilizaram-se controles negativos
com agua destilada e controles positivos com lvermectina 1 % e Albendazole 5 %. Contra A.
nitens, a espécie C. leptophloeos mostrou-se eficaz em todas as concentracdes testadas, e as
espécies Z. joazeiro e C. heliotropiifolius demonstraram eficacia apenas na concentracdo de
100 %. No ensaio com A. aegypti, as mais elevadas taxas de mortalidade foram obtidas nas
maiores concentracOes testadas, sendo de 66,5 % para C. leptophloeos, 92,75 % para Z.
joazeiro e de 33,75 % com C. heliotropiifolius. Com o extrato de A. cochliacarpos (10 mg /
mL) a taxa de mortalidade foi de 34,75 %. No teste de redugdo do LPG, identificaram-se
larvas dos géneros Haemonchus, Trichostrongylus e Oesophagostomum, obtendo-se reducéo
altamente efetiva para as concentracfes de 25 % e 50 % de A. cochliacarpos contra os trés
géneros. O extrato aquoso de E. uniflora (20 %) ndo apresentou efeito sobre a reducdo do

namero de larvas dos referidos nematoides gastrintestinais. Conclui-se que 0s extratos



hidroalcoodlicos das folhas de C. leptophloeos, Z. joazeiro e C. heliotropiifolius apresentam
atividade bioldgica contra A. nitens, e o extrato etandlico da casca do caule de A.
cochliacarpos demonstra melhor atividade de mortalidade que larvicidas comerciais
convencionalmente utilizados contra larvas de A. aegypti. O extrato aquoso das folhas de E.
uniflora na concentracdo de 0,2 g / mL ndo se apresenta suficiente para promover a reducéo

de larvas por grama de fezes.

Palavras-chave: plantas medicinais, carrapato, mosquito, tricostrongilideos



ABSTRACT

The use of medicinal plants is an alternative for pest control, as they provide chemical
compounds with potential ectoparasiticidal action. Thus, the objective of this study was to
evaluate the in vitro biological activity of extracts of Commiphora leptophloeos (Mart.) JB
Gillett, Ziziphus joazeiro Mart., Croton heliotropiifolius Kunth, Abarema cochliacarpos
(Gomes) Barneby & Grimes and Eugenia uniflora L. against ixodids, culicidae and small
ruminant gastrointestinal nematodes. The tickcide activity was evaluated against Anocentor
nitens by the technique of immersion of engorged females. Concentrations of 100 % and 50 %
of the hydroalcoholic extracts of the leaves of C. leptophloeos, C. heliotropiifolius and Z.
joazeiro and distilled water as negative control were used. In the assay with Culicids Aedes
(stegomyia) aegypti third instar larvae were exposed to concentrations of 30 mg / mL, 20 mg /
mL and 10 mg / mL of leaf extracts of C. leptophloeos and C. heliotropiifolius, and for Z.
joazeiro 30 mg / mL, 1 mg / mL and 0.5 mg / mL according to a methodology recommended
by the World Health Organization. An biological larvicide Bacillus thuringiensis sorovar
israelensis at concentrations of 0.06 ppm and 0.37 ppm was used as positive control and a
negative control with dechlorinated water. Under the same conditions, the ethanolic extract of
A. cochliacarpos stem bark at a concentration of 10 mg / mL was tested, and the industrial
larvicide Pyriproxyfen at a concentration of 0.002 g / L and distilled water were used as
positive control and negative control respectively. The antihelminthic activity against
gastrintestinal helminths of small ruminants was evaluated for the ethanolic extract of A.
cochliacarpos stem bark (10 %, 25 % and 50 % concentrations) and of the aqueous extract of
E. uniflora leaves (concentrations of 20 %), determined by the calculation of percentages of
larvae reduction per gram of faeces. Negative controls were used with distilled water and
positive controls with Ivermectin 1 % and Albendazole 5 %. The species C. leptophloeos was
effective at all concentrations tested against A. nitens, and the species Z. joazeiro and C.
heliotropiifolius demonstrated efficacy only at the concentration of 100 %. In the A. aegypti
assay, the highest mortality rates were obtained at the highest concentrations tested, being
66.5 % for C. leptophloeos, 92.75 % for Z. joazeiro and 33.75 % for C. heliotropiifolius. With
the extract of A. cochliacarpos (10 mg / mL) the mortality rate was 34.75 %. In the larvae
reduction per gram of faeces, larvae of genus Haemonchus, Trichostrongylus and
Oesophagostomum were identified, obtaining a highly effective reduction for the 25 % and
50% concentrations of A. cochliacarpos against the three genera. The aqueous extract of E.

uniflora (20 %) had no effect on the reduction of the number of larvae of said gastrointestinal



nematodes. It is concluded that hydroalcoholic extracts of the leaves of C. leptophloeos, Z.
joazeiro and C. heliotropiifolius present biological activity against A. nitens, and the ethanolic
extract of the stem bark of A. cochliacarpos shows a better mortality activity than
conventionally commercial larvicides used against A. aegypti larvae. The aqueous extract of
the leaves of E. uniflora at the concentration of 0.2 g / mL is not present enough to promote
reduction of larvae per gram of feces.

Key words: Medicinal plants, ticks, mosquitoes, trichostrongylids
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1. INTRODUCAO

O parasitismo, tanto em animais como nos seres humanos, pode ser exercido por uma
miriade de géneros, dos quais muitos apresentam prevaléncia elevada e provocam danos como
mortalidade e perda de peso durante o ano todo em paises de clima tropical e no verdo em
paises de clima temperado, além de causarem um grande impacto no bem estar dos animais
em virtude do sofrimento ocasionado pelo parasitismo (BARGER, 1982; ROGER, 2008), e
consequéncia que comprometem a qualidade de vida dos seres humanos. Dentre estes,
apresentam relevancia os artropodes parasitos da ordem Acari, principalmente para 0s
animais, além dos helmintos gastrintestinais. Acrescentam-se, aqui, os culicideos (Diptera:
Culicidae), conhecidos no Brasil como murigoca, carapand e pernilongo (REZENDE et al.,
2011), de particular importancia na salde publica podendo atuar como vetores de uma série
de patdgenos que causam doengas graves em seres humanos (RIBEIRO, 2014). Entre as
doencas transmitidas estdo a febre amarela e a dengue que se tornou endémica no Brasil
(SILVA, 2006; REZENDE et al., 2011).

Diversas medidas de controle tém sido implantadas, prevalecendo a utilizacdo de
formulagbes quimicas (NEVES e NOGUEIRA, 1996; AMBROS GINARTE, 2003;
RESENDE et al., 2012). Com o surgimento de formas resistentes aos parasiticidas
convencionais utilizados, tem crescido a procura por extratos vegetais e substancias naturais
que, sejam efetivas para o controle dos parasitos em suas diferentes fases de desenvolvimento,
e isentas de toxicidade para o meio ambiente (SIMAS, 2004). Estudos a partir de extratos
vegetais surgem com a expectativa de se encontrarem substancias com propriedades
antiparasitarias e simultaneamente seletivas para serem usadas em futuras formulacdes de um
produto comercial (FURTADO et al., 2005), visando-se obter uma alternativa eficaz e
ecologicamente viavel para o controle de pragas (FARIAS, 2011), sendo as plantas
medicinais aliadas extremamente Uteis, pois fornecem extratos e compostos quimicos isolados
(SILVA et al., 2010).

Nesse contexto, o Brasil tem um grande potencial devido a sua rica biodiversidade
floristica (CUNHA e SILVA et al., 2014), destacando-se o bioma caatinga, que consitui um
rico ecossistema exclusivamente brasileiro, com grande diversidade de espécies e elevada
incidéncia de endemismo (SANTOS-LIMA et al., 2016).

Atualmente, pesquisas com extratos de plantas com atividade contra parasitos vem
aumentando, e resultados significativos in vitro tém sido demonstrados. Os extratos vegetais

contém misturas de substancias que podem atuar sinergicamente, de diferentes formas, o que
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torna o desenvolvimento da resisténcia parasitaria mais dificil do que normalmente ocorre
com acaricidas convencionais (CHAGAS et al., 2012).

No entanto, muitos preparados de origem vegetal, devido ao conhecimento obtido de
sua aplicacdo popular, sdo usados indiscriminadamente sem que haja a confirmacdo de sua
acao. Portanto, para comprovacdo de sua eficacia e seguranca de uso, é imprescindivel a
investigacao cientifica da atividade bioldgica das plantas sobre as espécies alvo do controle.

Neste contexto, objetivou-se no presente estudo avaliar a atividade biologica “in vitro”
de extratos de Commiphora leptophloeos (Mart.) JB Gillett, Ziziphus joazeiro Mart., Croton
heliotropiifolius Kunth, Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & Grimes e Eugenia

uniflora L. contra ixodideos, culicideos e nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

N&o se sabe ao certo quando se iniciou o uso de plantas medicinais e aromaticas com
propdsitos curativos (MARINHO et al., 2007). De acordo com Vendruscolo e Mentz (2006) a
utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica comum entre as populacdes, e segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, 80% da populagdo mundial recorrem as medicinas
tradicionais para atender suas necessidades primarias de assisténcia médica (OMS, UICN e
WWF, 1993).

Segundo Noldin et al. (2003), a utilizacdo de plantas medicinais tornou-se um recurso
terapéutico alternativo de grande aceitacdo pela populacdo e vem crescendo junto a
comunidade médica, desde que sejam utilizadas as plantas cujas atividades bioldgicas tenham
sido investigadas cientificamente, comprovando a sua eficécia e seguranca.

As préticas relacionadas ao uso popular de plantas medicinais sdo o que muitas
comunidades tém como alternativa viavel para o tratamento de doencas ou manutencdo da
salde (PINTO et al., 2006).

No Brasil, a utilizacdo de plantas no tratamento de doencas, apresenta
fundamentalmente influéncias da cultura indigena, africana e, naturalmente, europeia. tal
conjunto de conhecimentos sobre o uso de plantas € uma pratica alternativa optada por
milhares de brasileiros que ndo tem acesso as praticas médicas oficiais, devido aos altos
custos, principalmente no que diz respeito as consultas médicas e aquisicdo de medicamentos
(PINTO et al., 2006; MARINHO et al., 2007; SILVA et al., 2010).

Os preparados de origem vegetal sdo usados indiscriminadamente sem que haja a
confirmacdo de sua acdo ou mesmo da possivel existéncia de toxicidade (CIRQUEIRA e
ALVES, 2005). Do ponto de vista cientifico, algumas pesquisas mostraram que muitas dessas
plantas possuem substancias agressivas e por essa razdo devem ser utilizadas com cuidado,
respeitando seus riscos toxicolégicos (RODRIGUES et al., 2011).

Neste contexto, crescem em importancia estudos para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas eficazes e acessiveis as populacdes de baixa renda, sendo as plantas
medicinais extremamente Uteis, pois fornecem extratos e compostos quimicos isolados
(SILVA et al., 2010). Conforme Bahmani et al. (2014), as plantas medicinais s&o
medicamentos alternativos para muitas doencas parasitarias, dos quais algumas pesquisas ja

relatam resultados promissores. Todavia, ha a necessidade de avaliar os mecanismos de acéo
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dos extratos de plantas que podem afetar a viabilidade, mobilidade e fecundidade dos
parasitos in vitro, pois, ainda assim, carecem de estudos cientificos (GOMES et al., 2010).

De acordo com Farias (2011) a utilizacdo de fitoterapicos no controle das parasitoses
de animais domésticos tem-se intensificado em varias partes do mundo, e seu uso pode
reduzir os impactos ambientais e econdémicos causados pela utilizacdo de produtos sintéticos

convencionais.

2.1.1 Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett

E uma arvore pertencente a familia Burseraceae (Figura 1), de ocorréncia no Brasil,
Bolivia, Colémbia e Venezuela (ITIS, 2015), conhecida popularmente como amburana,
umburana, imburana, imburana de cambé&o, imburana-brava (LUCENA et al., 2008; ALVES e
NASCIMENTO, 2010; TRENTIN et al., 2011; CABRAL, 2014). Devido a esses nomes
populares é geralmente identificada erroneamente como Amburana cearensis e Dipteryx
odorata (CANUTO et al., 2012).

Na medicina popular € indicada no tratamento de gripe, tosse, bronquite, doencas
urinarias e figado, e ferimentos (ROQUE et al., 2010; TRENTIN et al., 2011), e as partes
utilizadas sdo: entrecasca do caule, flor, folhas, latex, e raizes (LUCENA et al., 2008;
ROQUE et al., 2010; TRENTIN et al., 2011; MACEDO et al., 2013). No Agreste do estado
de Pernambuco esta arvore, além de ter a utilidade medicinal, é também empregada como
geracdo de combustivel, forrageira, e em constru¢es (LUCENA et al., 2008).

Segundo Alves e Nascimento (2010), a espécie Commiphora leptophloeos (Mart.)
J.B.Gillett destaca-se como uma das plantas mais populares do sertdo do cariri paraibano por
suas propriedades medicinais. Clementino (2014) constatou a presenca de taninos catéquicos,

antocianina, flavonoides, saponinas, alcaloides e albuminas.

b (J

FIGURA 1 - Commiphora leptophloeos - Bezerros - PE.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2015.
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2.1.2 Ziziphus joazeiro Mart.

E uma arvore pertencente & familia Rhamnaceae, de ocorréncia no Brasil, Argentina e
Paraguai (ITIS, 2015), conhecida popularmente como jua, juazeiro, laranjeira-do-vaqueiro
(LORENZI e MATOS, 2002; SILVA, 2009; SOUSA, 2013). A familia Rhamnaceae possui
cerca de 100 espécies amplamente distribuidas (SILVA et al., 2011). Brito et al. (2015) cita
que o género Ziziphus compreende cerca de 30 espécies. Segundo Lorenzi e Matos (2002) a
espécie Ziziphus joazeiro Mart. (Figura 2) € o representante mais notavel do bioma caatinga.

A espécie Ziziphus joazeiro Mart. apresenta vasto uso medicinal e nutricional,
principalmente para o tratamento de problemas de pele e respiratorio, céries, caspa, digestao,
inflamacdo e cicatrizante (ALMEIDA et al, 2005, ALBUQUERQUE, 2006;
ALBUQUERQUE et al., 2007a,b; SILVA, 2009; NASCIMENTO et al., 2011; RODRIGUES
e ANDRADE, 2014; SARAIVA et al., 2015). Silva et al. (2014), em um estudo no semi-arido
de Pernambuco, demonstraram a utilizacdo desta espécie para o combate de carrapatos e
piolhos em caprinos e bovinos, e vermes de equinos e asininos.

De acordo com Ribeiro et al. (2014), a casca apresenta saponinas triterpénicas, além
de outros triterpenos, ésteres, alcaloides, cafeina. As saponinas sdo exploradas por suas
propriedades fisico-quimicas (formacao de espuma, emulsificacdo, solubilizacdo) e biol6gicas
(antimicrobiana, hemolitica, inseticida, moluscicida), nas indUstrias de alimentos, cosméticas
e farmacéuticas, e também na biorremediacdo do solo (RIBEIRO et al., 2013). Brito et al.
(2015) mostraram a presenca de flavonoides, fenois, taninos e saponinas nas folhas de

Ziziphus joazeiro Mart. em cromatografia liquida de alta performance.

FIGURA 2 - Ziziphus joazeiro - Bezerros — PE.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2015.
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2.1.3 Croton heliotropiifolius Kunth

O género Croton pertence a familia Euphorbiaceae, com cerca de 1.300 espécies,
sendo, cerca de 300 espécies amplamente distribuidas no semi-arido, praias e florestas do
Brasil (SALATINO et al., 2007; NEVES e CAMARA, 2012).

A espécie Croton heliotropiifolius Kunth (Figura 3) é conhecida vulgarmente como
velame (SILVA et al, 2010; QUEIROZ et al., 2014), quebra-faca (RAMOS e
ALBUQUERQUE, 2012; NUNES et al., 2015), e é encontrada praticamente em toda a regido
Nordeste estendendo-se até o estado de Minas Gerais (SILVA et al., 2010).

Vérias espécies desempenham importante papel nos usos tradicionais de plantas
medicinais na Africa, Asia e América do Sul, nos quais: tratamento de cancer, constipacao
intestinal, diarreia e outros problemas digestivos, diabetes, feridas externas, febre,
hipercolesterolemia, hipertensdo, inflamacdo, vermes intestinais, malaria, dor, Ulceras e
obesidade (SALATINO et al., 2007; ROQUE et al., 2010).

Além disso, Croton possui forte potencial econdmico, especialmente para a industria
farmacéutica, devido aos diversos metabdlitos secundarios, como alcaloides, flavonoides e
terpenoides (SILVA et al., 2009).

Espécies deste género s&o conhecidas por conter compostos inseticidas tal como as
catequinas, galocatequinas, diterpenos e sesquiterpenos (SILVA et al., 2012). Neves e Camara
(2012) identificaram 23 componentes no 6leo extraido das folhas de Croton rhamnifolius var.
heliotropiifolius, no qual, caracterizaram altas porcentagens de sesquiterpenos,

particularmente B-caryophyllene, spathulenol e germacrene B.

FIGURA 3 - Croton heliotropiifolius - Bezerros — PE.
Fonte: Angélico, 2011; Google, 2017.
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2.1.4 Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & Grimes

Abarema cochliacarpos € uma especie nativa do Brasil, pertence a familia
Leguminosae-Mimosoidae, que apresenta porte arbdreo, atingindo cerca de 8 m de altura.
Ocorre principalmente no litoral da Mata Atléntica, distribuida pelos estados da Bahia,
Espirito Santo e Paraiba podendo ser encontrada na caatinga, no cerrado em campos rupestres,
as vezes atingindo altitudes de até 1.100 metros (IUCN, 2011). Segundo a Unido
Internacional de Conservacdo da Natureza e Recursos Naturais - IUCN (2011), a espécie esta
classificada como vulneravel a extin¢do. Trata-se de uma arvore frondosa de pequeno a medio
porte, possuindo folhas compostas, inflorescéncia em glomérulos globosos, flores
ligeiramente amareladas, frutos do tipo legume contorcido e sementes brancas acinzentadas,
amplamente utilizada in natura no Brasil como planta medicinal (SANTOS et al., 2007).

A espécie é popularmente conhecida como barbatimao, babatenom, barba-de-timéao,
entre outras, e além de ser utilizada na recuperacdo de areas degradadas apresenta grande
valor medicinal (ARDISSON, 2002; SANTOS et al., 2007; NICIOLI et al., 2008; SILVA et
al., 2009; COELHO et al., 2010). No Brasil outras espécies conhecidas como barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens, Stryphnodendron ovobatum, Stryphnodendron polyphyllum,
Stryphnodendron barbatimam, Dimorphandra mollis) séo utilizadas para os mesmos fins
terapéuticos (FONSECA e LIBRANDI, 2008; SILVA et al., 2009).

E uma planta medicinal rica em taninos, o qual esta diretamente ligado a atividade
farmacoldgica do barbatiméo (ARDISSON, 2002; FONSECA e LIBRANDI, 2008; LOPES et
al., 2009; COELHO et al., 2010). No processo de cicatrizagdo, 0s taninos precipitam as
proteinas dos tecidos lesionados, formando um revestimento protetor que favorece a sua
regeneracdo (ARDISSON, 2002), e possuem a capacidade de inibir adesinas e enzimas
bacterianas (FERREIRA et al., 2010).

O decocto das cascas desta planta € amplamente empregado na maioria das regides do
Brasil no tratamento da leucorréia, hemorragias, diarreia, hemorroidas, para limpeza de
ferimentos e na forma de gotas contra conjuntivite (SANTOS et al., 2007; SOUZA et al.,
2007; FONSECA e LIBRANDI, 2008; LOPES et al., 2009; SILVA et al., 2009). Segundo
Silva et al. (2009), as propriedades farmacologicas desta planta ainda ndo foram extensamente

investigada, e poucos estudos tém sido relatados.
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FIGURA 4 — Abarema cochliacarpos - Itamaraca — PE.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2011.

2.1.5 Eugenia uniflora L.

O género Eugenia possui cerca de 500 espécies, sendo um dos maiores e mais
representativos géneros da familia Myrtaceae, que se distribui numa area que vai do México a
Argentina (AURICCHIO E BACCHI, 2003; SANTOS, 2011). Eugenia uniflora L. pertence a
familia Myrtaceae, composta por mais de 100 géneros e 3600 espécies (AURICCHIO E
BACCHI, 2003), ocorrendo principalmente em regifes tropicais e subtropicais do mundo,
com centros de diversidade na América tropical e Austréalia e poucas espécies ocorrendo nas
regides temperadas (ARANTES e MONTEIRO, 2002; SANTOS, 2011).

No Brasil recebe algumas denominacdes populares como ibitanga, pitangatuba e
pitanga (AURICCHIO e BACCHI, 2003). A pitangueira € uma arvore frutifera medindo cerca
de 6-12 m de altura, podendo ser utilizada no paisagismo ou cultivada em pomares
domésticos, e a madeira é empregada na confeccdo de cabos de ferramentas e outros
instrumentos agricolas (SCALON et al., 2001). E frequentemente citada em trabalhos de
floristica e fitossociologia em formacGes florestais, estando entre as mais importantes em
riqueza de espécies e géneros (MORAIS e LOMBARDI, 2006).

As folhas de Eugenia uniflora sdo utilizadas na medicina popular como anti-
hipertensiva e anti-reumatica, e o extrato alcoolico é utilizado em bronquites, tosses, febres,
ansiedade, hipertenséo arterial e verminoses (AURICCHIO et al., 2007).

Esta espécie € descrita e estudada por seu potencial medicinal, como demonstrado por
Schapoval et al. (1994) que, demonstraram efeito anti-inflamatorio da infusdo de folhas
frescas em ratos, além de ter atuado na diminuicdo do transito intestinal. A infusdo provocou
aumento no tempo de sono, induzido por pentobarbital, segundo os autores, provavelmente,
devido aos monoterpenos.

Auricchio et al. (2007) verificaram que o extrato hidroalcoolico das folhas de Eugenia

uniflora apresentaram atividades antimicrobiana e antioxidante in vitro, e atribuiram o efeito
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aos compostos fendlicos encontrado nas folhas. Holetz et al. (2002) também demonstram a
atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico.

Santos et al. (2013) mostraram que o extrato etandlico das folhas apresentou atividade
leishmanicida.

Na analise dos 6leos essenciais ja foram identificados monoterpenos, sesquiterpenos
(principalmente dos grupos selinane e germacrano), flavonoides (myricitrin e quercetina),
taninos e fenois (SANTQOS, 2011).

ey : &R

FIGURA 5 — Eugenia uniflora — Jaboatéo dos Guararapes — PE.
Fonte: Google, 2017.

2.2 Anocentor nitens (NEUMANN, 1897)

A familia Ixodidae compreende os carrapatos duros pertencentes a Ordem Acari que
possui géneros como: Amblyomma, Ixodes, Rhipicephalus, Haemaphysalis e Anocentor
(MARTINS et al.,, 2009; CAMPOS et al., 2013; RAMPIM et al., 2015). Sdo artropodes
ectoparasitas, de distribuicdo mundial, parasitando vertebrados terrestres, anfibios, répteis,
aves e mamiferos (MARTINS et al., 2009).

As parasitoses transmitidas por ixodideos sdo consideradas cada vez mais um
problema emergente em regifes de clima temperado e ambientes urbanos. Esta situacao deve-
se em parte as alteracdes climaticas, a utilizacdo dos solos para atividades de agricultura e
lazer e a ecologia dos ixodideos e hospedeiros reservatorios, nomeadamente a sua
movimentacao para areas previamente ndo endémicas (FERREIRA, 2008).

Devido aos seus habitos alimentares, 0s carrapatos constituem o primeiro grupo em
importancia de vetores de doencas infecciosas para animais (MARTINS et al., 2015), e entre
0S microrganismos transmitidos incluem os virus, bactérias, protozoarios e helmintos
(BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Dentre os parasitos de importancia veterinaria tem-se o Anocentor nitens (Neumann,

1897) que é um importante ectoparasito de equinos, tendo sua distribuicdo desde o sul dos
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Estados Unidos até o nordeste da Argentina. Este carrapato é considerado o principal vetor
natural de Babesia caballi (Laveran, 1901), agente etioldgico da piroplasmose equina.

Os locais preferenciais sdo as orelhas e diverticulo nasal, podendo infestar outras
regides do corpo do animal. Este parasitismo pode causar desconforto ao bem estar do animal,
espoliacdo sanguinea, prejuizos pela queda na produtividade dos animais, lesdes tais como
perda de rigidez da orelha e predisposicdo do hospedeiro para infecgdes bacterianas
secundarias e miiases (BORGES et al., 2000; CUNHA et al., 2007; BELLO et al., 2008;
ALESSANDRO et al., 2014; ZERINGOTA et al., 2013).

Anocentor nitens (Neumann, 1897) é considerado, no Brasil, uma das principais
espécies de carrapatos dos equideos (BORGES e SILVA, 1994; BORGES et al., 2000;
CUNHA et al., 2007; BELLO et al., 2008). E um carrapato monoxeno (BELLO et al., 2008),
pouco se sabe sobre a dinamica sazonal deste carrapato, porém, recomenda-se que seja feito o
controle com carrapaticidas no periodo de primavera e verao, quando os niveis de infestacdo
séo mais altos (BORGES et al., 2000).

Apesar de a literatura esclarecer importantes aspectos bioecoldgicos de Anocentor
nitens (Neumann, 1897), ainda existe a demanda por informacGes quanto ao controle deste
carrapato (BELLO et al., 2008). Segundo Cunha et al. (2007) as informacGes a respeito do
controle de Anocentor nitens (Neumann, 1897) em equinos ainda séo desconhecidas, que, na
maioria das vezes, € empregado os artificios disponiveis para o controle de Boophilus
microplus em bovinos, conforme sugerem Borges et al. (2000) como medida de controle
estratégico.

O tratamento para o controle de carrapatos geralmente envolve o uso de acaricidas
quimicos sintéticos (CLEMENTE et al., 2010; RESENDE et al., 2012; CARDQOSO et al.,
2013). Apesar de serem eficazes, geram residuos que sdo prejudiciais ao meio ambiente, e
guando utilizado de forma inadequada pode causar intoxicacdes aos animais e aos seres
humanos, além de selecionar cepas tolerantes aos carrapaticidas (MARTINS et al., 2005;
RESENDE et al., 2012).

No entanto, varias pesquisas tém sido voltadas para a procura de novas alternativas
para diminuir a dependéncia dos produtos quimicos sintéticos (CLEMENTE et al., 2010;
RESENDE et al., 2012). Uma alternativa promissora no controle bioldgico desses artropodes
sdo 0s nematddeos entomopatogénicos da familia Steinenermatidae e Heterorhabditidae
(CARDOSO et al., 2013; MONTEIRO et al., 2014). O uso de produtos vegetais também

representa uma alternativa promissora para ser introduzido no controle de carrapatos
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(CLEMENTE et al., 2010), e tem atraido um grande interesse cientifico a atividade de
extratos de plantas, Oleos essenciais ou moléculas sintetizadas a partir destes produtos
(RESENDE et al.,, 2012). De acordo com Farias et al. (2009), o uso de plantas com
propriedades acaricidas constitui uma alternativa com menor impacto ambiental, além de
diminuir a ocorréncia de cepas resistentes. A atividade bioldgica in vitro ja foi avaliada sobre
larvas de A. nitens para Lippia sidoides (GOMES et al., 2012), assim como em adultos para
Carapa guianensis (FARIAS et al., 2009, 2012).

2.3 Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), pertencente a familia Culicidae, é um
mosquito de origem africana trazido para as Américas logo depois do descobrimento, e possui
habitos sinantrdpicos, peridomiciliar, antropofilico, com atividade hematofagica diurna
(PONTES e RUFINO-NETTO, 1994; CARVALHO, 2011; GLEDNA, 2014). Este
comportamento possibilitou sua expansdo em todo o territorio brasileiro (SOUZA et al.,
2010), onde a temperatura e as condi¢gbes ambientais favorecem o desenvolvimento e a
proliferacdo deste mosquito (ARAUJO et al., 2016).

Os culicideos sdo conhecidos no Brasil como muricoca, carapand e pernilongo
(REZENDE et al., 2011). Podem ser vetores de uma série de patdgenos que causam doencas
graves em seres humanos (RIBEIRO, 2014). Entre as doencas transmitidas estdo a febre
amarela e o dengue que se tornou endémica no Brasil (SILVA, 2006; REZENDE et al., 2011).
De acordo com Silva (2006) o dengue causa morte de varias pessoas no Brasil, ou a
incapacidade de trabalho por um periodo de aproximadamente 10 dias devido aos sintomas
geralmente severos.

O desenvolvimento de A. aegypti é holometabolo que compreende as fases de ovo,
larva, pupa e adulto. Os ovos medem cerca de 1 mm de comprimento e contorno alongado e
fusiforme. No momento da postura 0s ovos sdo brancos, depois escurecem até a cor negra
brilhante. A oviposicdo depende da alimentacdo sanguinea, entre 3,0 a 3,5 mg, para o
desenvolvimento ovariano e produzir cerca de até 120 ovos por fémea. Frequentemente, a
fémea se alimenta mais de uma vez, entre duas posturas sucessivas. Este fato resulta na
variacdo de hospedeiros, com a possibilidade de disseminacdo do virus do dengue a outros
hospedeiros. O macho alimenta-se de carboidratos extraidos dos vegetais (FORATTINI,
1996; 2002; CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; PONTES e RUFINO-
NETTO, 1994; CARVALHO, 2011; GLEDNA, 2014).
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A. aegypti foi considerado uma espécie erradicada no Brasil em 1955. No entanto, no
final dos anos 1960 registra-se sua reintroducdo no pais, facilitada pelas fronteiras
estabelecidas entre os estados da Regido Norte e paises como a Venezuela e as Guianas, onde
essa espécie ainda ndo havia sido erradicada (MARTINS et al., 2010).

Em 1973, o vetor foi considerado eliminado novamente do territdrio brasileiro, mas,
em 1976, entrentanto, A. aegypti retornou ao Brasil, em fungdo das falhas na vigilancia
epidemioldgica e de mudangas sociais e ambientais decorrentes da urbanizacdo acelerada
dessa época (BRAGA e VALLE, 2007).

Este culicideo tem acentuada preferéncia por recipiente contendo agua com pouca
matéria organica, embora tenha sido observado também em ambientes poluidos (FORATTINI
e BRITO, 2003). E encontrado, principalmente, no meio urbano, colonizado em depoésitos de
armazenamento de agua e pequenas colecdes temporarias (BRAGA e VALLE, 2007).

E o principal vetor da transmissdo do arbovirus causador do dengue (SILVA, 2006;
CARVALHO, 2011; GLEDNA, 2014; RIBEIRO, 2014), além de apresentar elevada
competéncia vetorial para transmitir os arbovirus chikungunya e Zika, recém-emergidos no
Pais (LIMA-CAMARA et al., 2016).

Segundo Carvalho (2011) o controle de mosquitos transmissores de doencas € feito
através de saneamento do meio ambiente, informacdo e educacdo, controle quimico e
biolégico. O controle estratégico é baseado no uso de larvicidas quimicos e inseticidas,
principalmente os organofosforados, tais como temephos, malathion, fenitrothion, e
piretroides, que constituem como principal medida adotada pelos Programas de Saude Publica
(FURTADO et al., 2005; ARAUJO et al., 2016). Formas alternativas de controle vém sendo
utilizadas, destacando-se o controle biolégico com o Bacillus thuringiensis sorovariedade
israelensis (Bti), bactéria patogénica para alguns dipteros aquaticos, entre eles, os culicideos,
que foram utilizados a partir de 2001 em algumas localidades do pais, em substituicdo ao
temephos (BRAGA e VALLE, 2007; MEDEIROS, 2007; ARAUJO, 2013).

O que dificulta o controle da populacdo de mosquitos é a resisténcia desenvolvida aos
inseticidas por esse vetor, aliada a grande disponibilidade de criadouros artificiais e sangue
nas areas urbanas (CARVALHO, 2011). O uso prolongado de inseticidas quimicos pode
selecionar individuos resistentes a um ou mais compostos (ARAUJO, 2013). O
desenvolvimento de resisténcia de populacGes de insetos aos inseticidas quimicos afeta

diretamente a reemergéncia de doencas transmitidas por vetores, principalmente aquelas em
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que ndo é possivel a cobertura vacinal para garantir a prote¢do da populagdo humana (COSTA
etal., 2010).

Além disso, a utilizacdo indiscriminada de inseticidas sintéticos tem contaminado o
ambiente e 0s organismos vivos, fazendo-se necessario, portanto, o desenvolvimento de
produtos com o menor impacto ambiental (COELHO et al., 2009).

Estudos a partir de extratos vegetais surgem com a expectativa de se encontrarem
substancias com propriedades inseticidas e simultaneamente seletivas para serem usadas em
futuras formulacGes de um produto comercial (FURTADO et al., 2005), e nesse contexto, o
Brasil tem um grande potencial devido a sua rica biodiversidade floristica (CUNHA e SILVA
etal., 2014).

2.4 Helmintos gastrintestinais de pequenos ruminantes

O parasitismo por nematoides gastrintestinais representa a principal limitacdo ao
desenvolvimento da caprino-ovinocultura nos paises tropicais e subtropicais e no Brasil, é
considerado o0 maior problema na producdo de pequenos ruminantes (FAO, 1998; RAMOS et
al., 2002; DA CRUZ et al., 2010; MOLENTO et al., 2011).

Para o controle da infeccdo por nematoides gastrintestinais em pequenos ruminantes a
utilizacdo de produtos quimicos ainda € a medida correntemente aplicada, sendo o0s
benzimidazois, imidotiazois e lactonas macrociclicas os grupos de drogas mais comumente
utilizados. Porém, a multirresisténcia aos anti-helminticos tem sido comprovada para 0s
principais géneros predominantes nos rebanhos brasileiros (CEZAR et al., 2010; MOLENTO
et al., 2011), no Nordeste, especialmente, Haemonchus, Tricostrongylus e Oesophagostomum
(AHID etal., 2007; LIMA et al., 2010; COSTA et al., 2011).

Plantas com propriedades anti-helminticas s&o consideradas alternativas sustentaveis e
ambientalmente aceitdvel podendo ter um papel mais importante no futuro controle de
infeccdes por helmintos nos trépicos (HAMMOND et al., 1997). No entanto, segundo Sousa
et al. (2013), ao se avaliar a atividade anti-helmintica de extratos de plantas devem ser
considerados, no minimo, importantes fatores, como: tipo de extrato, parte da planta utilizada,
concentragdo/dose, via de administracdo, bioensaio utilizado, espécie animal infectada e qual
a espécie do parasito.

Nery et al. (2009), revisando pesquisas publicadas sobre eficacia de plantas para o
controle de nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes citam que, as espécies Aster

lanceolatus, Croton zehntneri, Cymbopogon citratus, Dicksonia sellowiana, Digitaria
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insularis, Genipa americana, Lippia sidoides, Mangifera indica, Melia azedarach, Ocimum
gratissimum, Petiveria alliacea, Pterocaulon interruptum, Oryza latifolia, Spigelia anthelmia
e Trichilia pallida, adaptadas em diferentes regiGes geograficas, revelaram resultados mais
promissores nas pesquisas brasileiras com eficdcia acima de 95% para inibicdo do
desenvolvimento de trichostrongilideos.

Estudos realizados com espécies floristicas de diferentes biomas brasileiros vem
prosseguindo no sentido de investigar possiveis atividades farmacoldgicas anti-helminticas
para o controle da helmintose gastrintestinal em ruminantes (GOMES et al., 2011; CUNHA et
al., 2014; FONSECA et al., 2014). Fenalti et al. (2016), revisando sobre a atividade anti-
helmintica de plantas medicinais, destacam estudos nos quais resultados promissores foram
obtidos frente a alguns parasitos de importancia médico-veterinaria, principamente 0s

trichostrongilideos.
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Eficécia in vitro do extrato hidroalcodlico das folhas de Amburana (Commiphora
leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett), Joazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.), e Velame (Croton

heliotropiifolius Kunth) sobre Anocentor nitens (Neumann, 1897)
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EFICACIA IN VITRO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS
FOLHAS DE VELAME (Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett),
JOAZEIRO (Ziziphus joazeiro Mart.), E VELAME (Croton heliotropiifolius

Kunth) SOBRE Anocentor nitens (Neumann, 1897)

RESUMO

As plantas medicinais tém tido cada vez mais a atencdo dos pesquisadores na busca de novas
substancias, em especial os bioativos que aprensentem efeito contra carrapatos. Nesta
pesquisa, objetivou-se avaliar a eficécia in vitro dos extratos hidroalcodlicos das folhas de
Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett, Ziziphus joazeiro Mart.,, e Croton
heliotropiifolius Kunth sobre fémeas ingurgitadas de Anocentor nitens (Neumann, 1897).
Utilizou-se a técnica de imersdo para avaliar a atividade dos extratos sobre os carrapatos, e a
interpretacdo da eficacia do produto foi de acordo com a legislacdo pertinente no Brasil, que
considera o produto eficaz aquele que atinge o valor minimo de 95%. A espécie C.
leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett mostrou-se eficaz em todas as concentragOes testadas, e as
espécies Z. joazeiro Mart e C. heliotropiifolius Kunth demonstraram eficicia apenas na
concentracdo de 100%. Conclui-se que ha atividade bioldgica contra fémeas ingurgitadas de
A. nitens para as espécies estudadas.

Palavras-chave: carrapato, plantas medicinais, caatinga, equino, ixodideo

IN VITRO EFFICACY OF HIDROALCOHOLIC EXTRACT OF THE LEAVES OF
AMBURANA (Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett), JOAZEIRO (Ziziphus
joazeiro Mart.), AND VELAME (Croton heliotropiifolius Kunth) ON Anocentor nitens
(Neumann, 1897)

ABSTRACT

Medicinal plants have been increasingly more attention from researchers in the search for new
substances, especially bioactive that presenting effect against ticks. The aim of this work was
to evaluate the in vitro effectiveness of hydroalcoholic extracts of the leaves of Commiphora
leptophloeos (Mart.) JBGillett, Ziziphus joazeiro Mart., and Croton heliotropiifolius Kunth on
engorged female of Anocentor nitens (Neumann, 1897). It was used the immersion technique
to evaluate the activity of the extracts on ticks, and the interpretation of the effectiveness of
the product was in accordance with the legislation in Brazil that considers the effective
product who reaches the minimum value of 95%. The species C. leptophloeos (Mart.)
J.B.Gillett was effective in all tested concentrations, and Z. joazeiro Mart species and C.
heliotropiifolius Kunth demonstrated efficacy only in the concentration of 100%. The extracts
that have proven effective, acted in inhibition of oviposition. It was concluded that there is
biological activity against A. nitens engorged females for the species studied.

Key words: tick, medicinal plants, caatinga, equine, ixodidae
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INTRODUCAO

A utilizacdo de fitoterapicos no controle das parasitoses de animais domésticos tem-se
intensificado em varias partes do mundo, e seu uso pode reduzir os impactos ambientais e
econdmicos causados pela utilizacdo de produtos sintéticos convencionais (FARIAS, 2011).

De acordo com Macedo et al. (2013), as plantas medicinais da caatinga apresentam um
grande potencial fitoquimico e farmacoldgico para diversos fins. A espécie Commiphora
leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett € uma arvore pertencente a familia Burseraceae, de ocorréncia
no Brasil, Bolivia, Coldmbia e Venezuela (ITIS, 2015), conhecida popularmente como
amburana, umburana, imburana, imburana de cambdo, imburana-brava (LUCENA et al.,
2008; ALVES e NASCIMENTO, 2010; TRENTIN et al., 2011; CABRAL, 2014). Na
medicina popular é indicada no tratamento de gripe, tosse, bronquite, doencas urinarias e
figado, e ferimentos (ROQUE et al., 2010; TRENTIN et al., 2011), e as partes utilizadas sdo:
entrecasca do caule, flor, folhas, latex, e raizes (LUCENA et al., 2008; ROQUE et al.,
2010;TRENTIN et al., 2011; MACEDO et al., 2013).

A espécie Ziziphus joazeiro Mart. é uma arvore pertencente a familia Rhamnaceae, de
ocorréncia no Brasil, Argentina e Paraguai (ITIS, 2015), conhecida popularmente como jua,
juazeiro, laranjeira-do-vaqueiro (LORENZI e MATQOS, 2002; SILVA, 2009; SOUSA, 2013).
Possui cerca de 100 espécies amplamente distribuidas (SILVA et al., 2011), e segundo
Lorenzi e Matos (2002), o Ziziphus joazeiro Mart. € o representante mais notavel do bioma
caatinga. Apresenta vasto uso medicinal e nutricional, principalmente para o tratamento de
problemas de pele e respiratério, céaries, caspa, digestdo, inflamacdo e cicatrizante
(ALMEIDA et al., 2005; ALBUQUERQUE, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2007a,b;
SILVA, 2009; NASCIMENTO et al., 2011; RODRIGUES e ANDRADE, 2014; SARAIVA et
al., 2015).

A espécie Croton heliotropiifolius Kunth pertence a familia Euphorbiaceae, com cerca
de 1.300 espécies, e € conhecida vulgarmente como velame (SALATINO et al., 2007; SILVA
et al., 2010; NEVES e CAMARA, 2012; QUEIROZ et al., 2014), quebra-faca (RAMOS e
ALBUQUERQUE, 2012; NUNES et al., 2015), e é encontrada praticamente em toda a regido
Nordeste estendendo-se até o estado de Minas Gerais (SILVA et al., 2010). Espécies deste
género sdo conhecidas por conter compostos inseticidas tal como as catequinas,
galocatequinas, diterpenos e sesquiterpenos (SILVA et al., 2012). Neves e Camara (2012)

identificaram 23 componentes no 6leo extraido das folhas de Croton rhamnifolius var.
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heliotropiifolius, no qual, caracterizaram altas porcentagens de sesquiterpenos,
particularmente -caryophyllene, spathulenol e germacrene B.

Dentre os parasitos de importancia veterinaria tem-se o Anocentor nitens (Neumann,
1897) que é um importante ectoparasito de equinos, tendo sua distribuicdo desde o sul dos
Estados Unidos até o nordeste da Argentina. Este carrapato € considerado o principal vetor
natural de Babesia caballi (Laveran, 1901), agente etiolégico da piroplasmose equina. Os
locais preferenciais sdo as orelhas e diverticulo nasal, podendo infestar outras regides do
corpo do animal. Este parasitismo pode causar desconforto ao bem estar do animal, lesGes tais
como perda de rigidez da orelha e predisposicdo do hospedeiro para infecgdes bacterianas
secundarias e miiases (ALESSANDRO et al., 2014; ZERINGOTA et al., 2013).

Visando novas alternativas de tratamento e controle de carrapatos da espécie equina
objetivou-se avaliar a eficicia in vitro dos extratos hidroalcodlicos bruto das folhas de
Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett, Ziziphus joazeiro Mart.,, e Croton
heliotropiifolius Kunth sobre fémeas ingurgitadas de Anocentor nitens (Neumann, 1897).

MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada baseou-se nas normas éticas de pesquisa cientifica com uso de
animais sob protocolo aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFRPE)
sob a licenca n°® 037/2014.

Os vegetais foram coletados no municipio de Bezerros — PE, no horéario da manhg, e
levados ao Laboratorio de Bioterapicos, Laboratorio de Doencas Parasitarias dos Animais
Domésticos, pertencentes ao Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), e ao Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, para o processamento
de secagem, extracao, estudo fitoquimico, e exposicao dos extratos aos parasitos.

As espécies botanicas foram identificadas pelo Instituto Agronémico de Pernambuco —
IPA, e as exsicatas encontram-se sob o0s registros: n° 90099 (C. leptophloeos (Mart.)
J.B.Gillett); n® 89776 (Z. joazeiro Mart.); n° 90154 (C. heliotropiifolius Kunth).

Para a preparacdo dos extratos brutos foram utilizados 150g do pd das folhas e
submetidos a extragdo com 1L de etanol a concentracdo de 70% por 3 dias com troca de
solvente a cada 24 horas. Os extratos foram concentrados em rotavaporador a pressdo
reduzida, e pesado para o calculo de seus rendimentos, e armazenado sob refrigeracdo até a

realizacdo dos ensaios.
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Para avaliacdo do efeito dos extratos hidroalcoolicos foi utilizado o teste de imers&o de
fémeas ingurgitadas descrito por Drummond et al. (1971, 1973).

Foram coletadas manualmente 270 fémeas ingurgitadas de Anocentor nitens
(Neumann, 1897) de uma fémea equina naturalmente infestada e sem tratamento parasiticida,
alocada na clinica de grandes animais do Hospital Veterinario do Departamento de Medicina
Veterindria da UFRPE h& mais de trinta dias.

As fémeas ingurgitadas foram lavadas e limpas com papel absorvente e distribuidas
em placas de Petri considerando os seguintes aspectos: motilidade, integridade corporal e grau
de ingurgitamento. Formaram-se grupos de dez fémeas ingurgitadas sendo esses grupos
pesados em balanga analitica. Cada grupo foi submetido ao banho de imersdo em copo
descartavel de 50 mL contendo 5 mL das solugdes testadas, mantendo sob constante agitacdo
por um periodo de cinco minutos. Em seguida, o excesso das solucdes foi retirado utilizando-
se papel absorvente e cada grupo foi recolocado em placa de Petri e mantido no laboratério
em temperatura ambiente até o inicio da postura.

Ap6s dez dias do inicio da postura, procedeu-se a pesagem dos ovos em balanca
analitica, e transferiu-se o material para seringas plasticas de 20 mL adaptadas, identificadas e
vedadas com algoddo, mantidas nas mesmas condicdes descritas anteriormente. O percentual
de ecloséo foi estimado subjetivamente, adotando-se como parédmetro, a verificagdo visual
com intervalos de 10%.

As concentracfes dos extratos hidroalcoolicos utilizadas foram 100% e 50%, com trés
repeticdes por tratamento, e utilizou-se agua destilada como controle negativo.

A eficacia do produto foi calculada segundo Drummond et al. (1973), por meio das
férmulas matematicas abaixo descritas:

ER = Peso dos ovos X % de eclosdo x 20.000*

Peso das fémeas
ER = Eficiéncia Reprodutiva
*Constante que indica o nimero de larvas que eclode de 1g de ovos

EP = ER (controle) — ER (tratado) x 100
ER (controle)

EP = Eficacia do Produto
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De acordo com a legislacdo pertinente & comercializagdo de carrapaticidas no Pais
(BRASIL, 1990), os resultados foram interpretados considerando-se como eficacia o valor

minimo de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos hidroalcodlicos brutos apresentaram os seguintes rendimentos: 51,24 g (C.
leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett), 58,72 g (Z. joazeiro Mart), 67,87 g (C. heliotropiifolius
Kunth).

Nas Tabelas 1, 2 e 3 registram-se 0s resultados obtidos para eficacia das concentragdes
dos extratos hidroalcodlicos de C. leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett, Z. joazeiro Mart, e C.
heliotropiifolius Kunth sobre A. nitens (Neumann, 1897). Os extratos na concentracdo de
100% para todas as espécies botanicas demonstraram eficacia de 100%. As concentracfes de
50% para Z. joazeiro Mart e C. heliotropiifolius Kunth ndo apresentaram eficacia sobre A.

nitens (Neumann, 1897) com respectivamente 38,85% e 68,12%.

TABELA 1 — Atividade do extrato hidroalcodlico das folhas de Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett
sobre teledginas de Anocentor nitens (Neumann, 1897).

Tratamento Peso da Peso dos Ovos % Eclosdo Eficacia do
Teledgina (g) (9) Produto (%)
CN 2,2370 1,0317 96,66 --
T1 2,0480 0 0 100
T2 2,1771 0 0 100

CN — Controle Negativo (adgua destilada); T1 — 100% extrato hidroalcodlico; T2 — 50% extrato hidroalcodlico.
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TABELA 2 — Atividade do extrato hidroalcodlico das folhas de Ziziphus joazeiro Mart sobre teledginas de
Anocentor nitens (Neumann, 1897).

Tratamento Peso da Peso dos Ovos % Ecloséo Eficacia do
Telebdgina (g) (9) Produto (%)
CN 2,0492 1,0107 100 --
T1 2,0888 0 0 100
T2 2,3536 0,7343 96,66 38,85

CN - Controle Negativo (agua destilada); T1 — 100% extrato hidroalcodlico; T2 — 50% extrato hidroalcodlico.

TABELA 3 — Atividade do extrato hidroalcodlico das folhas de Croton heliotropiifolius Kunth sobre teledginas
de Anocentor nitens (Neumann, 1897).

Tratamento Peso da Peso dos Ovos % Ecloséo Eficacia do
Telebdgina (g) (9) Produto (%)
CN 2,0492 1,0107 100 --
Tl 1,9328 0 0 100
T2 1,9250 0,4779 63,33 68,12

CN - Controle Negativo (agua destilada); T1 — 100% extrato hidroalcodlico; T2 — 50% extrato hidroalcodlico.

Na literatura encontram-se varios estudos demonstrando a mortalidade de fémeas
ingurgitadas e larvas de A. nitens (Neumann, 1897) quando submetidos a 6leos essenciais de
plantas. Clemente et al. (2010) demonstraram a atividade dos Oleos essenciais de
Cymbopogon nardus, na concentracdo de 50%, e de Eucalyptus citriodora, na concentracao
de 100% e 50%, com mortalidade de 100% das larvas ndo ingurgitadas de A. nitens
(Neumann, 1897).

Farias et al. (2009) testando 6leo de Carapa guianensis verificaram a mortalidade de
100% das fémeas adultas ingurgitadas nas concentragdes de 25%, 30%, 50% e 100%. Outros
estudos mostram a atividade acaricida de substancias que compdem os 6leos essenciais de
plantas (MONTEIRO et al., 2009; CHAGAS et al., 2012; SENRA et al., 2013).
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Senra et al. (2013) demonstraram a alta eficacia do monoterpeno carvacrol e dos
fenilpropanoides (E)-Cinamaldeido e Trans-Anetol sobre larvas de Anocentor nitens
(Neumann, 1897) embora ndo tenham testado contra fémeas ingurgitadas.

Os resultados ora obtidos constituem-se no primeiro relato sobre a atividade
carrapaticida de C. leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett, Z. joazeiro Mart, e C. heliotropiifolius
Kunth, oferecendo, portanto, subsidios para que novos ensaios possam ser realizados com o
intuito de elucidar melhor a acdo desses bioativos sobre esta espécie de ectoparasito.

CONCLUSAO

Os extratos hidroalcoolicos das folhas de C. leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett, Z.
joazeiro Mart, e C. heliotropiifolius Kunth apresentam atividade bioldgica in vitro sobre
fémeas ingurgitadas de A. nitens, destacando-se a espécie C. leptophloeos por apresentar
atividade nas duas concentrac@es estudadas, servindo estes dados como subsidios para futuras
pesquisas para analisar a viabilidade das referidas espécies botanicas como alternativas para o
controle de carrapatos.
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42ARTIGO 2

Atividade larvicida do extrato hidroalcodlico das folhas de Amburana
(Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett), Joazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.), e
Velame (Croton heliotropiifolius Kunth) sobre larvas de Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae)
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ATIVIDADE LARVICIDA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DAS FOLHAS DE AMBURANA (Commiphora leptophloeos (Mart.)
J.B.Gillett), JOAZEIRO (Ziziphus joazeiro Mart.), E VELAME (Croton
heliotropiifolius Kunth) SOBRE LARVAS DE Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762) (DIPTERA: CULICIDAE)

RESUMO

O controle de Aedes aegypti constitui um importante desafio, e como alternativa tem-se
utilizado extratos de plantas por possuirem uma rica fonte de bioativos quimicos. Sendo assim
avaliou-se a atividade larvicida dos extratos hidroalcodlicos das folhas de Commiphora
leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett, Ziziphus joazeiro Mart., e Croton heliotropiifolius Kunth
sobre larvas de terceiro estadio de A aegypti. Foram utilizadas colonias de A. aegypti
populacdo Recife. O ensaio toxicoldgico seguiu a metodologia preconizada pela Organizacéao
Mundial da Sadde, no qual, cem larvas de terceiro estadio foram transferidas para recipiente
descartavel contendo 50 mL de agua declorada, em seguida foram expostas a concentracdes
dos extratos de 30 mg/mL, 20 mg/mL e 10 mg/mL (G1, G2 e G3, respectivamente) para as
especies C. leptophloeos e C. heliotropiifolius, e 30 mg/mL, 1 mg/mL e 0,5 mg/mL (G1, G2 e
G3, respectivamente) para Z. joazeiro, utilizando controle positivo larvicida industrial
Bacillus thuringiensis sorovar israelensis nas concentracdes de CLso 0,06 ppm e ClLgy 0,37
ppm, e controle negativo com agua declorada. O experimento foi realizado em quadruplicata e
a leitura apds 1h, 2h, 4h, 6h, 12h, 24h da exposicdo das solucdes. No ensaio com extrato de C.
leptophloeos, as larvas dos grupos tratados com o composto (G1, G2 e G3) apresentaram taxa
de mortalidade de 66,5 %, 51,5 % e 2,75 %, respectivamente. As larvas dos grupos tratados
com o extrato de Z. joazeiro (G1, G2 e G3) apresentaram taxa de mortalidade de 92,75 %, 28
% e 6 %, respectivamente. No ensaio com C. heliotropiifolius as taxas de mortalidade
apresentada pelos grupos G1, G2 e G3 foram 33,75 %, 7,75 % e 6 %, respectivamente.
Conclui-se que as espécies investigadas, embora ndo atinjam a taxa minima preconizada pela
Organizacdo Mundial da Saude para eficacia, provocam mortalidade das larvas L3 de A.
aegypti em todas as concentragOes testadas, apresentando potencial como alternativa para o
controle deste inseto.

Palavras-chave: dengue, plantas medicinais, caatinga, mosquito, inseticida
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LARVICIDAL ACTIVITY OF HIDROALCOHOLIC EXTRACT OF THE LEAVES
OF AMBURANA (Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett), JOAZEIRO (Ziziphus
joazeiro Mart.), AND VELAME (Croton heliotropiifolius Kunth) ON Aedes (Stegomyia)

aegypti (Linnaeus, 1762) (DIPTERA: CULICIDAE)

ABSTRACT

The control of Aedes aegypti constitutes an important challenge, and as an alternative, plant
extracts have been used because they have a rich source of chemical bioactives. It was aimed
in this research to evaluate the larvicidal activity of the hydroalcoholic extracts of the leaves
of Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B. Gillett, Ziziphus joazeiro Mart., And Croton
heliotropiifolius Kunth on third stage larvae of A aegypti. Colonies of A. aegypti population
Recife were used. The toxicological test followed the methodology recommended by the
World Health Organization, in which one hundred third instar larvae were transferred to a
disposable container containing 50 ml of dechlorinated water, and then exposed to extract
concentrations of 30 mg / mL, 20 mg (G1, G2 and G3, respectively) for the species C.
leptophloeos and C. heliotropiifolius, and 30 mg / mL, 1 mg / mL and 0.5 mg / mL (G1, G2
and G3), respectively for Z. joazeiro, using as positive control the industrial larvicidal
Bacillus thuringiensis sorovar israelensis at concentrations of 0.06 ppm and 0.37 ppm, and
negative control with dechlorinated water. The experiment was performed in quadruplicate
and the reading after 1h, 2h, 4h, 6h, 12h, 24h of the solutions exposition. In the assay with C.
leptophloeos extract, the larvae of the groups treated with the compound (G1, G2 and G3) had
a mortality rate of 66.5%, 51.5% and 2.75%, respectively. The larvae of the groups treated
with the Z. joazeiro extract (G1, G2 and G3) had a mortality rate of 92.75%, 28% and 6%,
respectively. In the C. heliotropiifolius assay the mortality rates presented by groups G1, G2
and G3 were 33.75%, 7.75% and 6%, respectively. It is concluded that the species
investigated, although they do not reach the minimum rate recommended by the World Health
Organization for efficacy, cause mortality of A. aegypti L3 larvae in all concentrations tested,
presenting potential as an alternative for the control of this insect.

Key words: dengue, medicinal plants, caatinga, mosquito, insecticide
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INTRODUCAO

O género Aedes (OLIVEIRA et al., 2013) atualmente é considerado o principal vetor
dos quatro sorotipos do virus do dengue circulante no Brasil (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4) além de apresentar elevada competéncia vetorial para transmitir os arbovirus
Chikungunya e Zika, recém-emergidos no Pais (LIMA-CAMARA et al., 2016).

O controle de A. aegypti tem constituido um importante desafio, especialmente nos
paises em desenvolvimento (ZARA et al., 2016).

As plantas podem ser uma alternativa no controle de mosquito porque elas constituem
uma rica fonte de bioativos quimicos (JANG et al., 2002), mostrando-se eficientes no controle
de insetos vetores e com poucos danos ao meio ambiente (ESPINDOLA et al., 2008).

De acordo com Macedo et al. (2013), as plantas medicinais da caatinga apresentam um
grande potencial fitoquimico e farmacoldgico para diversos fins. A espécie Commiphora
leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett € uma arvore pertencente a familia Burseraceae, de ocorréncia
no Brasil, Bolivia, Coldmbia e Venezuela (ITIS, 2015), conhecida popularmente como
amburana, umburana, imburana, imburana de camb&o, imburana-brava (LUCENA et al.,
2008; ALVES e NASCIMENTO, 2010; TRENTIN et al.,, 2011; CABRAL, 2014).Na
medicina popular é indicada no tratamento de gripe, tosse, bronquite, doencgas urinarias e
figado, e ferimentos (ROQUE et al., 2010; TRENTIN et al., 2011).

A espécie Ziziphus joazeiro Mart. é uma arvore pertencente a familia Rhamnaceae, de
ocorréncia no Brasil, Argentina e Paraguai (ITIS, 2015), conhecida popularmente como jua,
juazeiro, laranjeira-do-vaqueiro (LORENZI e MATQOS, 2002; SILVA, 2009; SOUSA, 2013).
Apresenta vasto uso medicinal e nutricional, principalmente para o tratamento de problemas
de pele e respiratério, caries, caspa, digestdo, inflamacdo e cicatrizante (ALMEIDA et al.,
2005; ALBUQUERQUE, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2007ab; SILVA, 2009;
NASCIMENTO et al., 2011; RODRIGUES e ANDRADE, 2014; SARAIVA et al., 2015).

A espécie Croton heliotropiifolius Kunth pertence a familia Euphorbiaceae, com cerca
de 1.300 espécies, e € conhecida vulgarmente como velame (SALATINO et al., 2007; SILVA
et al., 2010; NEVES e CAMARA, 2012; QUEIROZ et al., 2014), quebra-faca (RAMOS e
ALBUQUERQUE, 2012; NUNES et al., 2015), e é encontrada praticamente em toda a regido
Nordeste estendendo-se até o estado de Minas Gerais (SILVA et al., 2010). Espécies deste
género sdo conhecidas por conter compostos inseticidas tal como as catequinas,

galocatequinas, diterpenos e sesquiterpenos (SILVA et al., 2012).



67

Sendo assim objetivou-se avaliar a atividade larvicida dos extratos hidroalcodlicos das
folhas de Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett, Ziziphus joazeiro Mart., e Croton
heliotropiifolius Kunth sobre larvas de terceiro estddio de Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae).

MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada baseou-se nas normas éticas de pesquisa cientifica com uso de
animais sob protocolo aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFRPE)
sob a licenca n° 037/2014.

Os vegetais foram coletados no municipio de Bezerros — PE, no horéario da manhg, e
levados ao Laboratério de Bioterdpicos, Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais
Domésticos, pertencentes ao Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), e o Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, para o processamento
de secagem, extracdo, estudo fitoquimico, e exposicdo dos extratos as larvas de terceiro
estadio de A. aegypti.

As espécies botanicas foram identificadas pelo Instituto Agronémico de Pernambuco —
IPA, e as exsicatas encontram-se sob 0s registros: n° 90099 (Commiphora
leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett); n® 89776 (Ziziphus joazeiro Mart.); n° 90154 (Croton
heliotropiifolius Kunth).

Para a preparacdo dos extratos brutos foram utilizados 150 g do pé das folhas e
submetidos a extracdo com 1 L de etanol a concentracdo de 70 % por 3 dias com troca de
solvente a cada 24 horas. Os extratos foram concentrados em rotavaporador a pressao
reduzida, e armazenado sob refrigeragdo -80° C por 24 h, em seguida o extrato foi liofilizado,
e pesado para o calculo de seus rendimentos.

As folhas depois de secas e trituradas foram analisadas com relacdo as principais
classes de substancias presentes, através da metodologia descrita por Costa (1982). Os

compostos analisados estdo descritos no Quadro 1.
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QUADRO 1. Testes utilizados para a identificagdo das principais classes de metabolitos secundarios.

Classe de compostos Teste

Alcalbides Dragendorff; Mayer
Flavondides Shinoda
Saponinas Espuma
Taninos Cloreto férrico
Terpenos e esterdides Liebermann-buchard

As coldnias de A. aegypti populacdo Recife foram estabelecidas a partir de ovos
obtidos junto a fundacdo Oswaldo Cruz (Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes) nos anos de
2015 e 2016. A manutencéo foi realizada no insetéario do Laboratério de Doengas Parasitérias
dos Animais Domésticos da Universidade Federal Rural de Pernambuco, com temperatura de
28°C e umidade relativa aproximada de 80 %, utilizando-se cubas plasticas contendo dois
litros de agua declorada para a ecloséo das larvas, e racdo moida industrializada para gatos.

O ensaio toxicoldgico seguiu a metodologia preconizada pela Organizacdo Mundial da
Satde — OMS (WHO, 1970; ANDRADE et al., 2007; JANG et al., 2002). Cem larvas de
terceiro estadio foram transferidas para recipiente descartavel contendo 50 mL de agua
declorada. Cada teste foi realizado em quadruplicata, com 400 larvas para cada grupo
experimental, totalizando 2.400 espécimes. As larvas foram expostas as solu¢@es durante 24
h, monitoradas ap6s 1 h, 2 h, 4 h,6 h, 12 h, 24 h.

Os grupos experimentais tiveram a seguinte distribuicdo: tratados com extrato
hidroalcodlico de C. leptophloeos, C. heliotropiifolius nas concentra¢fes de 30 mg / mL (G1),
20 mg / mL (G2) e 10 mg / mL (G3), e Z. joazeiro nas concentra¢fes de 30 mg / mL (G1), 1
mg / mL (G2) e 0,5 mg / mL (G3), controle positivo com larvicida industrial Bacillus
thuringiensis sorovar israelensis (BTI) nas concentracdes de CLso 0,06 ppm (CP1) e CLg
0,37 ppm (CP2), controle negativo com agua declorada (CN).

Os dados de eficacia dos compostos foram expressos por meio da estatistica descritiva
(média e desvio padrdo). A fim de analisar a significancia entre os resultados e quais grupos
diferiram entre si, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com post-hoc do
referido teste (CONOVER, 1980). Para tais analises, 0s programas computacionais SPSS
versdo 23 e MEDCALC verséo 14,8.1 foram utilizados, com nivel de significancia de 5 %.
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RESULTADO E DISCUSSAO

Os extratos hidroalcodlicos liofilizados apresentaram os seguintes rendimentos: 20,86
g (Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett), 17,06 g (Ziziphus joazeiro Mart), 19,17 g
(Croton heliotropiifolius Kunth).

O resultado da andlise fitoquimica das folhas das plantas encontram-se no quadro 2,
destacando-se a presenga de saponinas apenas na espécie Z. joazeiro. Estes achados diferem
de Clementino (2014) que identificou saponinas nas cascas de C. leptophloeos.

A presenca de terpenos na espécie C. heliotropiifolius é compativel com os dados da
literatura, em que espécies de Croton sdo caracterizadas pela predominancia de monoterpenos

e sesquiterpenos como principais componentes (ANGELICO, 2011).

QUADRO 2. Analise fitoquimica das folhas de Commiphora leptophloeos, Ziziphus joazeiroe Croton

heliotropiifolius para as principais classes de metabdlitos secundarios.

SAPONINAS  TANINOS TERPENOS FLAVONOIDES ALCALOIDES

Commiphora ) + + + +
leptophloeos
Ziziphus joazeiro + + + + +
Croton
. S - + + + +
heliotropiifolius

No ensaio com extrato de C. leptophloeos, as larvas dos grupos tratados com o
composto (G1, G2 e G3) apresentaram taxa de mortalidade de 66,5 %, 51,5 % e 2,75 %,
respectivamente, ao final de 24 horas. Os controles positivos (CP1 e CP2) apresentaram taxa
de mortalidade de 3,25 % e 69,25 %, respectivamente (Tabela 1). Embora tanto os grupos
tratados quanto os controles positivos ndo tenham atingido a taxa de mortalidade minima de
95 % frente A. aegypti populagdo Recife, pode-se observar que a mortalidade obtida nos
grupos G1 e G2 foi semelhante a do CP2, produto comercial convencionalmente usado para o
controle de A. aegypti.

Em todas as concentracOes testadas foi observada nas larvas mortas uma estrutura
alongada na parte posterior, e quando observada no microscopio verificou-se que houve

rompimento do intestino.
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No presente estudo registra-se pela primeira vez a atividade biologica de C.
leptophloeos sobre larvas de A. aegypti, cujos resultados podem nortear futuras pesquisas
sobre o potencial uso desta planta no controle desta espécie de mosquito.

TABELA 1. Taxa de mortalidade de A. aegypti durante um periodo de 24 horas, tratado com diferentes
concentragdes de extrato hidroalcodlico de Commiphora lepotophloeos.

TIME CN CP1 CpP2 G1 G2 G3 P

1h 0,25+0,50a  0,75+0,95a 5,5+0,57b 0,75+1,50a 0,5+1,00a 0,5#0,57a  0,035*

2h 0,75+0,50a  1,75+0,95a 47,5+9,47b 1,5+1,73a 1,75+2,06a 1+0,82a 0,044*
4h 0,75+0,50a 2+0,82a 57,75+7,41b 4,75%1,89% 2+2 453 1+0,82a 0,007*
6h 0,75+0,50a 2+0,82a 61,75x7,37b 7,25x2,22b 2,75+3,77a 1+0,82a 0,005*
12h 1,5+1,00a 2+0,81a 68+4,32b 33,5+£18,19b 11+7,62bc 2,25+2,22a  0,001*

24h 1,5+1,00a 3,25+2,06a  69,25+3,59b 66,5+9,47b 51,5+18,63b 2,75+2,06a  0,002*

CN: Controle negativo; CP1: BTI CLsg 0,06 ppm; CP2: BTI CLgy 0,37 ppm; G1: Extrato 30 mg / mL; G2:
Extrato 20 mg / mL; G3: Extrato 10 mg / mL; P < 0,05 segundo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com
post-hoc do referido teste. Letras diferentes na mesma linha representam significancia estatistica entre os grupos
correspondentes.

As larvas dos grupos tratados com o extrato de Z. joazeiro (Gl, G2 e G3)
apresentaram taxa de mortalidade de 92,75 %, 28 % e 6 %, respectivamente, ao final de 24 h.
O controle positivo (CP1 e CP2) apresentou taxa de mortalidade de 3,25 % e 12,25 %,
respectivamente (Tabela 2). O grupo G1 apresentou-se taxa superior significativa em relacéo
ao grupo CN, CP1 e CP2, porém, tanto o grupo G1 quanto os outros ensaiados nao atingiram
taxa de mortalidade minima de 95 %, ndo sendo eficazes frente a A. aegypti populacdo Recife.
O G2 mostrou diferenca significativa em relacdo aos grupos CN e CP1.

Resultado diferente foi encontrado por Medeiros (2007) que, avaliou a atividade
larvicida dos extratos aquosos das folhas, raizes e cascas de Z. joazeiro, obtendo os extratos
pelos métodos de maceracdo, decocgdo e infusdo, e demonstrou auséncia de mortalidade das
larvas de A. aegypti.

Luna (2006) utilizando extrato etanolico do caule de Z. joazeiro ndo encontrou
resultados satisfatorio quando testado em larvas de A. aegypti, obtendo 15 % de mortalidade
com a concentracdo de 500 pg / mL. Entretanto, quando comparado com os resultados obtidos
neste estudo com a mesma concentragdo empregada, verifica-se que a taxa de mortalidade do
extrato etanodlico do caule foi maior do que o extrato hidroalcodlico das folhas com 6 % de

mortalidade.
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A atividade inseticida desta espécie pode estar ligada a presenca de saponinas, 0s
quais, na literatura observam-se resultados satisfatorios quando avaliada a atividade de
saponinas isoladas. Pelah et al. (2002) avaliaram saponinas comerciais isoladas da casca de
Quillaja saponaria, em uma dosagem de 800 e 1.000 mg / L, obtendo taxa de mortalidade das
larvas de A. aegypti e Culex pipiens de 100 %.

Santiago et al. (2005) isolaram cinco tipos de saponinas triterpénicas das espécies
Pentaclethra macroloba e Cordia piauhiensis, e demonstraram a taxa de mortalidade de 100
% nas concentrac¢des de 500 pg / mL, 250 pg / mL, 100 pg / mL, 50 pg / mL em trés tipos de
saponinas, e um quarto tipo apresentou 100 % de mortalidade nas concentracdes de 500 ug /
mL e 250 pg / mL.

TABELA 2. Taxa de mortalidade de A. aegypti durante um periodo de 24 horas, tratado com diferentes
concentragdes de extrato hidroalcodlico de Ziziphus joazeiro.

TIME CN CP1 CP2 Gl G2 G3 P
1h 0+0,0a 1,5+0,57 6,25+10,01 0+0,0 2,75%2,75 1,25+1,25 0,063
2h 0+0,0 1,75+0,50 7,75+12,97 0+0,0 3,75+2,99 1,75+2,22 0,058
4h 1£1,15 2+0,0 8,75+14,27 0+0,0 442,94 1,75+2,21 0,131
6h 1+1,15 2,25+0,50 10,50+16,54 0+0,0 412,94 1,75+2,22 0,123
12h  1,25%150ab 3,25%1,50ac 11+17,53ac 0+0,0bd 14+10,80c 2,75%2,75ad  0,027*

24h 1,50+1,29a  3,25%1,50a 12,25+18,06ac  92,75%6,85h  28+13,29bc 6+6,48a 0,009*

CN: Controle negativo; CP1: BTI CLsg 0,06 ppm; CP2: BTI CLgy 0,37 ppm; G1: Extrato 30 mg / mL; G2:
Extrato 1 mg / mL; G3: Extrato 0,5 mg / mL; P < 0,05 segundo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com
post-hoc do referido teste. Letras diferentes na mesma linha representam significancia estatistica entre os grupos
correspondentes.

No ensaio com C. heliotropiifolius as taxas de mortalidade apresentada pelos grupos
G1, G2 e G3 apds 24 horas foram 33,75 %, 7,75 % e 6 %, respectivamente (Tabela 3). O G1
mostrou-se significativamente superior em relacdo aos grupos CN e CP1 e semelhante ao
CP2. Também com diferenca significtiva, embora a taxa de mortalidade obtida no G2 tenha
sido maior que a do CP1, em comparacdo ao CP2 este valor foi expressivamente reduzido. A
menor concentracdo testada do extrato (G3) demonstrou-se significativamente mais elevada
apenas em relagdo ao CN, sendo semelhante ao CP1.

Espécies desse género sao conhecidas por conter compostos inseticidas (DORIA et al.,
2010; SILVA et al., 2012). Doria et al. (2010) identificaram o B-cariofileno como o principal
composto do oOleo essencial de C. heliotropiifolius, e demonstraram baixa atividade frente as
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larvas de A. aegypti. Os autores sugerem a existéncia de um efeito sinérgico de componentes
menores nos Oleos essenciais. Silva et al. (2012) demonstraram alta taxa de mortalidade em
adultos de Sitophilus zeamais quando tratado com extrato etandlico das folhas de C.
heliotropiifolius, e atribuiram esta toxicidade aos compostos quimicos presentes nas folhas.

Lima et al. (2006) realizaram ensaios com hidrolatos das folhas de Croton zehntneri,
Croton argyrophyloides, Croton nepetaefolius com mortalidade de 100 %, e Croton
sonderianus com mortalidade de 52 % em larvas de terceiro estadio de A. aegypti.

O efeito inseticida de Croton linearifolius foi avaliado por Cunha e Silva et al. (2014),
0s quais demonstraram que extrato etandlico do caule ocasionou 65 % de mortalidade de
larvas de terceiro estadio de A. aegypti, na concentracdo de 13,3 mg / mL, ap6s 24 h de
exposicdo. No entanto, as fragdes de diclorometano e hexano, obtidas a partir do
fracionamento do extrato etandlico do caule de C. linearifolius, demonstraram-se
potencialmente promissores, com mortalidade de 99,17 % e 69,16 % de mortalidade,
respectivamente, na concentragéo de 13,3 mg / mL.

TABELA 3. Taxa de mortalidade de A. aegypti durante um periodo de 24 horas, tratado com diferentes
concentragdes de extrato hidroalcodlico de Croton heliotropiifolius.

TIME CN CP1 CP2 Gl G2 G3 P
1h 0+0,0 0+0,0 0+0,0 0+0,0 0+0,0 0+0,0 1,0000
2h 0+0,0a 0+0,0a 4,25+4,65b 0+0,0a 0,25+0,50ab 0+0,0a 0,022*
4h 0+0,0a 0,25+0,50a  18,75%13,07b  0,25+0,50a 2,75%2,06b 0+0,0a 0,005*
6h 0+0,0a 1,25+1,89ac 34,5+25,95h 0,25+0,50a 3+2,16hbc 0,25+0,50a  0,010*

12h 0,5+1,00ac  1,25+1,89ac 41,5+27,60b 0,25+0,50a 4+3,37bc 0,25+0,50a  0,014*

24h 1+1,41ad 1,25+1,89ad 43+27,57b 33,75£3,77b 7,75x4,57¢C 6+8,12cd 0,003*

CN: Controle negativo; CP1: BTI CLsg 0,06 ppm; CP2: BTI CLgy 0,37 ppm; G1: Extrato 30 mg / mL; G2:
Extrato 20 mg / mL; G3: Extrato 10 mg / mL; P < 0,05 segundo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com
post-hoc do referido teste. Letras diferentes na mesma linha representam significancia estatistica entre os grupos
correspondentes.

Ao analisar os grupos tratados dentre os trés ensaios verifica-se que o G1 do ensaio de
Z. joazeiro foi 0 mais expressivo em relacdo a taxa de mortalidade das larvas de terceiro
estadio com 92,75 %, seguido do G1 do ensaio de C. leptophloeos com 66,5 %. O extrato

menos expressivo em relagdo a taxa de mortalidade das larvas de terceiro estadio foi 0 G3 de



73

C. leptophloeos com 2,75 %, seguido dos grupos G3 de Z. joazeiro e C. heliotropiifolius com
6 % cada.

Na literatura observa-se que as espécies do género Croton possuem metabolitos com
atividade inseticida (LIMA et al., 2006; DORIA et al., 2010; SILVA et al., 2012; CUNHA e
SILVA et al., 2014), entretanto, neste estudo foi a espécie que obteve os menores indices de
mortalidade de larvas de terceiro estadio de A. aegypti, quando comparado as concentragdes
testadas com as outras espécies investigadas.

CONCLUSAO

Conclui-se que as espeécies investigadas, C. leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett, Z.
joazeiro Mart e C. heliotropiifolius Kunth, provocam mortalidade das larvas L3 de A. aegypti
em todas as concentracOes testadas, apresentando potencial como alternativa para o controle

deste inseto a ser avaliada em futuras pesquisas.
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ATIVIDADE LARVICIDA DO EXTRATO ETANOLICO DA CASCA DO CAULE DO
BARBATIMAO (Abarema cochliacarpos (GOMES) BARNEBY & J. W. GRIMES)
SOBRE LARVAS DE Aedes (Stegomyia) aegypti

RESUMO

Em busca de alternativas para o controle do Aedes aegypti, a investigacdo de compostos
vegetais vem se destacando, por se tratar de produto de rapida degradacao e apresentar menor
toxicidade aos vertebrados. Assim, avaliou-se o efeito do extrato etandlico da casca do caule
de Abarema cochliacarpos sobre larvas de A.egypti. O ensaio larvicida foi realizado em com
100 larvas de terceiro estadio para cada grupo experimental. Utilizaram-se trés controles
positivos: larvicida biologico (Bacillus thuringiensis israelensis — BTI) nas concentracGes de
0,06 ppm (CP1) e 0,37 ppm (CP2) e o larvicida industrial Pyriproxyfen na concentracdo de
0,002 g / L (CP3). Para controle negativo (CN) utilizou-se agua destilada. No grupo tratado
(GT) utilizou-se extrato etandlico da casca do caule de A. cochliacarpos na concentracao de
10 mg/mL. As larvas foram monitoradas com 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 12 h, 24 h ap0s a exposic¢ao as
solucdes em teste. Foi utilizado o teste ndo-parameétrico Kruskal-Wallis para analisar a
significancia entre os resultados (P < 0,05). O GT apresentou taxa de mortalidade de 34,75 %
apos 24 h, com diferenca significativa do extrato em relacdo aos grupos CP1 e CP3 que
apresentaram taxa de mortalidade de 3,25 % e 3,75 % respectivamente. Conclui-se que 0
extrato etandlico da casca do caule de A. cochliacarpos apresenta atividade larvicida sobre
larvas de A. aegypti, demonstrando potencialidade de uso para o controle de larvas de terceiro
estadio.

Palavras-chave: Mosquitos, saude publica, babatenon, fitoterapia.

LARVICIDAL AgTIVITY OF THE ETHANOLIC EXTRACT OF THE STEM BARK
OF BARBATIMAO (Abarema cochliacarpos (GOMES) BARNEBY & J. W. GRIMES)
ON LARVAE OF Aedes (Stegomyia) aegypti

ABSTRACT

In search of alternatives for the control of Aedes aegypti, the research of vegetal compounds
has been highlighting, due to the rapid degradation and lower toxicity to vertebrates. Thus, the
effect of the ethanolic extract of the Abarema cochliacarpos stem bark on A. aegypti larvae
was evaluated. The assay was performed with 100 third instar larvae for each experimental
group. Three positive controls were used: biological larvicide (Bacillus thuringiensis
israelensis - BTI) at concentrations of 0.06 ppm (CP1) and 0.37 ppm (CP2) and the industrial
larvicide Pyriproxyfen at a concentration of 0.002 g / L (CP3). For negative control (CN)
distilled water was used. In the treated group (GT), an extract of the bark of the A.
cochliacarpos stem was used at a concentration of 10 mg / mL. The larvae were monitored at
1h,2h,4h 6h, 12 h, 24 h after exposure to test solutions. The Kruskal-Wallis non-
parametric test was used to analyze the significance of the results (P < 0,05). The GT
presented a mortality rate of 34.75 % after 24 hours, with significant difference of the extract
in relation to the CP1 and CP3 groups that had a mortality rate of 3.25 % and 3.75 %
respectively. It is concluded that the ethanolic extract of A. cochliacarpos stem bark shows
larvicidal activity on A. aegypti larvae, demonstrating the potentiality of use for the control of
third instar larvae.

Key words: Mosquitoes, public health, babatenon, phytotherapy.
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INTRODUCAO

A. aegypti é uma espécie de mosquito originaria da Africa subsahariana, onde se
domesticou e se adaptou ao ambiente criado pelo homem, tornando-se antropofilico, sendo
suas larvas encontradas em depositos artificiais. Estas caracteristicas de adaptacdo permitiram
que se tornassem abundantes nas cidades e fossem facilmente levados para outras areas, pelos
meios de transporte, 0 que aumentou sua competéncia vetorial, ou seja, a sua habilidade em
tornar-se infectado por um virus, replica-lo e transmiti-lo (DYE, 1992; TEIXEIRA et al.,
1999).

Nas Américas, 0 Unico transmissor do dengue com importancia epidemioldgica, A.
aegypti, além de ser considerado o principal vetor dos quatro sorotipos do virus do dengue
circulantes no Brasil (TEIXEIRA et al., 1999; FURTADO et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2013), demonstra elevada competéncia vetorial para transmitir os arbovirus chikungunya e
Zika, recém-emergidos no Pais (LIMA-CAMARA et al., 2016).

Especialmente nos paises em desenvolvimento, o controle de A. aegypti tem constituido
um importante desafio (ZARA et al., 2016). Diante dos prejuizos causados pelo dengue no
Brasil, a descoberta de novos métodos de combate ao vetor é questdo de suma importancia
(SILVA, 2006).

O desenvolvimento de resisténcia do mosquito aos inseticidas quimicos
convencionalmente usados despertou crescente interesse na busca de extratos vegetais e
substancias naturais potencilalmente eficazes no controle de formas adultas e/ou de larvas de
A. aegypti e viaveis para a seguranca ambiental (JANG et al., 2002; SILVA, 2006;
ESPINDOLA et al., 2008).

De porte arboreo, atingindo cerca de 8 m de altura, pertencente a familia Leguminosae
- Mimosiodae, Abarema cochliacarpos é nativa do Brasil. Ocorrendo principalmente no
litoral da Mata Atlantica, distribuida pelos estados da Bahia, Espirito Santo e Paraiba,
presente na caatinga, no cerrado em campos rupestres, chega, as vezes, a altitudes de até
1.100 metros. A espécie € classificada como vulneravel a extin¢do (IUCN, 2011).

Conhecida popularmente como barbatiméo, babatenom, barba-de-timéo, entre outras,
A. cochliacarpos, além de ser utilizada na recuperacdo de areas degradadas, apresenta grande
valor medicinal (ARDISSON, 2002; SANTOS et al., 2007; NICIOLI et al., 2008; SILVA et
al., 2009; COELHO et al., 2010).
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Neste estudo objetivou-se avaliar a atividade larvicida do extrato etandlico da casca do
caule de Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & J.W. Grimes sobre larvas de terceiro
estadio de A. aegypti.

MATERIAL E METODOS

A espécie botanica foi identificada pelo Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA, e
a exsicata encontra-se sob o registro: n°® 87031.

O material foi coletado na Ilha de Itamaracd — PE, pela manhd, acondicionadas em
sacos plasticos sob temperatura ambiente, e levados ao Laboratorio de Bioterapicos do
Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). As cascas foram espalhadas em uma superficie lisa recoberta com
papel madeira a temperatura ambiente por 24 h, em seguida levada a estufa para a
desidratacdo artificial sob temperatura controlada de 50° C / 48 h. O material foi triturado em
liquidificador industrial, e armazenado em sacos plasticos e levados para o Laboratorio de
Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) para o
preparo dos extratos e analise fitoquimica da planta. Em seguida, foi realizado a exposicéao
dos extratos as larvas de terceiro estadio de A. aegypti no laboratorio de Doencas Parasitarias
dos Animais Domésticos, pertencente ao Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Cerca de 500 g do p6 da casca seca foi submetida a extracdo a temperatura ambiente,
com 2 litros de ciclohexano por 3 dias com troca de solvente a cada 24 horas, e em seguida o
mesmo procedimento foi realizado com acetona e finalmente com etanol. Os extratos foram
concentrados em rotavapor, acoplado a uma bomba a vacuo, secos e armazenados em
dessecador, pesados e calculado seu rendimento.

As coldnias de A. aegypti populacdo Recife foram estabelecidas a partir de ovos
obtidos junto a fundacdo Oswaldo Cruz (Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes) nos anos de
2015 e 2016. A manutencéo foi realizada no insetéario do Laboratério de Doengas Parasitérias
dos Animais Domésticos da Universidade Federal Rural de Pernambuco, com temperatura de
28° C e umidade relativa aproximada de 80 %, utilizando-se cubas plasticas contendo dois
litros de agua declorada para a ecloséo das larvas, e racdo moida industrializada para gatos.

O ensaio toxicoldgico seguiu a metodologia preconizada pela Organizacdo Mundial da
Saude — OMS (WHO, 1970; JANG et al., 2002; ANDRADE et al., 2007). Cem larvas de

terceiro estadio foram transferidas para recipiente descartavel contendo 50 mL de agua
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declorada. Cada teste foi realizado em quadruplicata, com 400 larvas para cada grupo
experimental, totalizando 2.000 especimes. As larvas foram expostas a solugdo durante 24 h,
monitorada apés 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 12 h, 24 h.

Os grupos experimentais tiveram a seguinte distribuicdo: tratados com extrato
etanolico de A. cochliacarpos na concentracdo de 10 mg / mL (GT), controle positivo com
larvicida bioldgico Bacillus thuringiensis sorovar israelensis (BTI) nas concentrag¢fes de CLsg
0,06 ppm (CP1) e CLgg 0,37 ppm (CP2), e o larvicida industrial Pyriproxyfen na concentragéo
de 0,002 g / L (CP3), controle negativo com agua declorada (CN).

Os procedimentos metodolégicos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UFRPE) sob a licenga n°® 037/2014.

Os dados de eficacia do composto foram expressos por meio da estatistica descritiva
(média e desvio padrdo). Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com post-
hoc do referido teste (CONOVER, 1980), a fim de analisar a significancia entre os resultados
e quais grupos diferiram entre si. Os programas computacionais SPSS versdao 23 e
MEDCALC versdao 14,8.1 foram utilizados para tais anélises com nivel de significancia de
5%.

RESULTADO E DISCUSSAO

O GT apresentou taxa de mortalidade de 34,75 % apds 24 h, significativamente
superior as obtidas no controle negativo, e nos controles positivos CP1 e CP3 (Tabela 1).

Coelho et al. (2009) mostraram a atividade larvicida dos extratos hexano e
diclorometano das folhas de Enterolobium ellipticum, com taxa de mortalidade de 3,3 % e 30
% respectivamente, e Stryphnodendron adstringens que ndo apresentou mortalidade nas
larvas de A. aegypti. No entanto, o extrato diclorometano de Kielmeyera coriacea apresentou
93,3 % de mortalidade das larvas.

Carvalho (2011) apresentou a CLsg e Clgy do extrato bruto etanolico de Persea
americana para larvas de terceiro estddio de A. aegypti, com 6,6 ppm e 154 ppm
respectivamente. A atividade do extrato etandlico do caule de Croton linearifolius foi
demostrado por Cunha e Silva et al. (2014), apresentando taxa de mortalidade de 65 % em

uma concentracdo de 13,3 mg/ mL.
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Tabela 1: Taxa de mortalidade (média + desvio padrao) de larvas de A. aegypti durante o periodo de 24h tratado
com diferentes concentracBes de extrato de Abarema cochliacarpos

CN CP1 CpP2 CP3 GT P
TIME
1h 0+0,00 1,5+0,57 6,25+10,01 1,25+0,95 1,75£0,95 0,144
2h 0+0,00a 1,75+0,50b 7,75%12,97b 2,5+1,91b 7+4,76b 0,032*
4h 1+1,15a 2+0,00a 8,75+14,26b 3+1,63ab 9+3,56b 0,048*
6h 1+1,15a 2,25+0,50a 10,5+16,54b 3+1,63ab 13+6,22b 0,049*
12h 1,25+1,50a 3,25+1,50ab 11+17,53ab 3,75%2,50ab 21,5+7,89h 0,059
24h 1,5+1,29a 3,25%1,50a 12,25+18,06ab 3,75+2,50a 34,75+10,96b 0,042*

CN: Controle negativo; CP1: BTI CLsy 0,06 ppm; CP2: BTI CLg 0,37 ppm; CP3: Pyriproxyfen na concentragédo
de 0,002 g/ L; GT: Extrato 10 mg / mL; P < 0,05 segundo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com post-
hoc do referido teste. Letras diferentes na mesma linha representam significancia estatistica entre 0s grupos
correspondentes.

Estudos mostram a atividade inibitoria in vitro do extrato etanolico da casca do caule
de A. cochliacarpos contra as bactérias Gram-positivas Staphylococcus intermedius e Bacillus
sp. nas concentrages de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 mg / mL (TENORIO et al., 2016).

Entretanto, a atividade de extratos de A. cochliacarpos contra outros organismos
patogénicos ndo tem sido praticamente explorada. Omena et al. (2007) avaliaram a atividade
larvicida contra A. aegypti de extratos etanolicos obtidos de 51 plantas medicinais brasileiras,
dentre as quais A. cochliocarpos cujo resultado ndo demonstrou valores de LCsy < 200 ug .
mL™, sendo entdo considerado inadequado segundo os critérios definidos para a pesquisa
(OMENA et al ., 2007).

No presente estudo, porém, o percentual de mortalidade superior aos dos inseticidas
correntemente utilizados, constituiu-se em subsidio para que novos ensaios possam ser

realizados com o intuito de elucidar melhor a acdo dessa espécie de planta sobre larvas de A.

aegypti.
CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato etanolico da casca do caule de Abarema cochliacarpos
apresenta atividade larvicida sobre larvas de Aedes aegypti, demonstrando potencialidade de

uso para o controle de larvas de terceiro estadio.
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Acdo anti-helmintica in vitro do extrato etandlico da casca do caule
do barbatiméo (Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & J. W.
Grimes) sobre larvas de nematoides gastrintestinais de caprinos e

ovinos

RESUMO

A caprinovinocultura € uma atividade em crescimento em varias regiées do Brasil, e
tem como um dos principais entraves ao crescimento as parasitoses por nematoides
gastrintestinais. Como alternativa para o controle tem-se utilizado plantas
medicinais, que podera reduzir o uso de anti-helminticos. Portanto, objetivou-se
avaliar a acdo anti-helmintica in vitro do extrato etandlico da casca do caule de
Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & JW. Grimes em nematoides
gastrintestinais das espécies caprina e ovina. Coletaram-se amostras fecais
diretamente da ampola retal de caprinos e ovinos, e realizou-se a contagem de ovos
por grama de fezes. Formou-se um homogeneizado das amostras selecionadas para
o cultivo de larvas, e cada cultivo foi submetido a trés concentracfes do extrato
etandlico de Abarema cochliacarpos (10%, 25% e 50%), com duas repeticbes por
tratamento, formando-se, ainda, trés grupos controles, sendo um negativo com agua
destilada, e dois controles positivos, um tratado com Ivermectina 1% e o0 outro com
Albendazole 5%, com duas repeticbes para cada grupo controle. A atividade do
extrato etandlico foi determinada pelo célculo dos percentuais de reducao de larvas
por grama de fezes. Identificaram-se larvas do género Haemonchus,
Trichostrongylus e Oesophagostomum. Na espécie caprina observou-se reducédo
altamente efetiva do numero de larvas para as concentracdes 25% e 50% contra os
géneros Haemonchus, Trichostrongylus e Oesophagostomum. A concentracdo 10%
mostrou-se altamente efetiva apenas para o género Oesophagostomum. Para a
espécie ovina, todas as concentragfes foram altamente efetivas contra os géneros
Trichostrongylus e Oesophagostomum. Para o género Haemonchus apenas a
concentragdo 50% foi altamente efetiva. Conclui-se que o extrato etandlico de
Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & J.W. Grimes apresenta atividade

bioldgica in vitro contra nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes.

Palavras-chave: Babatiméo, Fitoterapia, Haemonchus, Ruminantes
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ABSTRACT:
“In vitro” anthelmintic activity of the ethanol extract from the bark of stem of

barbatimdo (Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & J. W. Grimes) on
larvae of gastrointestinal nematodes of sheep and goats. The sheep and goat
breeding is a growing activity in various regions of Brazil, and the infection of
gastrointestinal nematodes is one of the main barriers to growth. As an alternative to
the control has been used medicinal plants, which can reduce the use of
anthelmintics. It aimed to evaluate the in vitro anthelmintic action of the ethanol
extract of the bark of the stem of Abarema cochliocarpos (Gomes) Barneby & JW
Grimes in gastrointestinal nematodes of goats and sheep. Fecal samples were
collected directly from the rectum of sheep and goats, and held the egg counts per
gram of faeces. A pool of the sample selected was homogenized for larval culture,
and each culture was subjected to three concentrations of ethanolic extract of
Abarema cochliocarpos (10%, 25% and 50%), with two replicates per treatment,
forming also three control groups, one negative with distilled water, and two positive
controls, one treated with lvermectin 1% and the other with Albendazole 5%, with two
replications for each control group. The activity of ethanol extract was determined by
calculating the percentage reduction in larvae per gram of faeces. It was identified
larvae of the genus Haemonchus, Trichostrongylus and Oesophagostomum. The
larvae reduction percentage of goats feces is observed highly effective reduction in
concentrations 25% and 50% against Haemonchus, Trichostrongylus and
Oesophagostomum. Concentration 10% proved to be highly effective only for genus
Oesophagostomum. For sheep, all concentrations were highly against
Trichostrongylus and Oesophagostomum. For Haemonchus only 50% concentration
was highly effective. It is concluded that the ethanol extract of Abarema
cochliocarpos (Gomes) Barneby & JW Grimes has biological activity in vitro against

gastrointestinal nematodes of small ruminants.

Key words: Babatimao, Phytotherapy, Haemonchus, Ruminants
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INTRODUCAO

Um dos principais entraves ao crescimento da caprinovinocultura sédo as
parasitoses por nematdéides gatrintestinais, que causam diminui¢do na producéo de
carne e leite, e elevada mortalidade (Melo et al., 1998; Falbo et al., 2008; Vieira,
2008; Costa et al., 2011). Desta forma, varios principios ativos anti-helminticos vém
sendo utilizados no tratamento de verminoses, principalmente 0sS grupos:
benzimidazodis; avermectinas; imidazotiazoles, salicilanilideos e organofosforados
(Borges, 2003; Amarante & Sales, 2007). Porém a utilizacdo destes produtos possui
diversos inconvenientes como o0 elevado custo de tratamento, possibilidade de
resisténcia do parasito aos principios ativos e acumulo de residuos quimicos nos
animais tratados (Fujimoto et al., 2012).

A utilizacao intensiva e indevida dos compostos quimicos anti-helminticos na
caprinovinocultura tem sido a causa da diminuicdo da eficacia desses produtos
provocada pela resisténcia anti-helmintica dos nematdides gastrintestinais (Borges,
2003; Melo et al., 2003; Rodrigues et al., 2007; Falbo et al., 2008; Peneluc et al.,
2009). Este fendmeno ocorre em todas as classes de drogas utilizadas no controle
de nematdides, resultando em graves consequéncias econdmicas no mundo todo
(Melo et al., 1998; Costa et al., 2011).

Em resposta ao aumento da resisténcia aos anti-helminticos, varias
alternativas para controle de nematodides gastrintestinais tém sido desenvolvidas
(Araujo et al., 2007), dentre as quais inclui-se a fitoterapia, alternativa que podera
reduzir o uso de anti-helminticos, permitindo prolongar a vida util dos produtos
quimicos disponiveis (Vieira, 2008), possui baixo custo e ndo é poluente (Andrade et
al., 2014).

Dentre as varias espécies com potencial anti-helmintico destaca-se a
Abarema cochliacarpos que é uma planta nativa do Brasil, pertencente a familia
Leguminosae-Mimosoidae, de porte arboreo, podendo ser encontrada no litoral da
Mata Atlantica, caatinga, cerrado, e as vezes em altitudes de até 1.100 metros
(IUCN, 2011). E popularmente conhecida como barbatim&o, babatenom, barba-de-
timao, entre outras, apresentando grande valor medicinal, o qual esta diretamente
ligado ao grupo quimico dos taninos, e o decocto das cascas desta planta é

amplamente empregado na maioria das regides do Brasil no tratamento de
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leucorréia, hemorragias, diarréia, hemorroéidas, limpeza de ferimentos e conjuntivite,
tanto nos humanos quanto nos animais (Santos et al., 2007; Fonseca & Librandi,
2008; Coelho et al., 2010).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a agdo anti-helmintica in vitro do
extrato etandlico da casca do caule de Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby &

J.W. Grimes em nematdides gastrintestinais das espécies caprina e ovina.

MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada baseou-se nas normas éticas de pesquisa cientifica
com uso de animais sob protocolo aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UFRPE) sob a licenga n° 024/2013.

O material botanico foi coletado na Ilha de Itamaracad — PE, no horéario da
manha, acondicionado em sacos plasticos sob temperatura ambiente, e levado ao
Laboratorio de Bioterapicos do Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), onde foi desidratado
artificialmente sob temperatura controlada de 50°C por 48 horas. A identificacdo da
espécie botanica foi realizada no Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA, e a
exsicata encontra-se depositada no acervo do Herbéario IPA — Dardano de Andrade
Lima, sob o numero de registro 87.031

Utilizou-se extrato etandlico da casca do caule de Abarema cochliacarpos,
cuja extracao foi realizada no laboratério de Quimica de Produtos Naturais do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE,
utilizando 2 litros de etanol e cerca de 500g da casca do caule por trés dias com
troca de solvente a cada 24 horas. O extrato foi concentrado em rotavaporador a
pressédo reduzida, seco e armazenado em dessecador.

Foram utilizadas amostras fecais de caprinos da Regido Metropolitana do
Recife e ovinos do Municipio de Bonito — PE, as quais foram coletadas diretamente
da ampola retal de animais naturalmente infectados por helmintos. As amostras
foram acondicionadas em caixas isotérmicas, contendo gelo, e encaminhadas ao
Laboratorio de Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos do Departamento de

Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE. Em
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seguida foram processadas para determinacdo do niamero de ovos por grama de
fezes (OPG), segundo técnica de Gordon & Whitlock (1939), interpretando-se o grau
de infeccdo segundo Ueno & Goncalves (1998). De cada espécie animal, foram
selecionadas as amostras fecais, formando-se um homogeneizado para a realizacéo
dos cultivos de larvas, segundo técnica descrita por Robert & O’Sullivan (1950).

Para a obtencao do total de larvas por grama de fezes (LPG) foram pesados
3g de fezes, misturando-se a 2g de vermiculita, separadamente para cada espécie.
Cada cultivo foi submetido a trés concentracdes do extrato etandlico de Abarema
cochliacarpos (10%, 25% e 50%), correspondendo aos tratamentos T1, T2 e T3,
com duas repeticdes por tratamento, formando-se, ainda, trés grupos controles,
sendo um negativo com agua destilada (CN) e dois controles positivos, um tratado
com lvermectina 1% (CP1) e o outro com Albendazole 5% (CP2), com duas
repeticbes para cada grupo controle.

Os cultivos foram mantidos em temperatura ambiente no laboratério durante
oito dias, decorridos os quais, as larvas infectantes de nematoides gastrintestinais
foram coletadas em tubos de ensaio e armazenadas sob refrigeracdo até o momento
da identificacdo por género, segundo Ueno & Goncalves (1998). Para a contagem e
identificag8o das larvas, retirou-se aliquota de 0,20 mL deste material com auxilio de
pipeta, colocando em lamina de microscopia, adicionando-se duas gotas de lugol e
cobrindo com laminula, totalizando cinco laminas para cada tratamento, sendo entéo
examinadas em microscoépio optico.

A atividade do extrato etanélico da Abarema cochliacarpos sobre os ovos de
nematdéides gastrintestinais foi determinada pelo célculo dos percentuais de reducéo
de larvas por grama de fezes (LPG), utilizando-se a formula abaixo descrita (Vizard
& Wallace, 1987).

R=100.(1-T/C)

R = Reducéo calculada no LPG
T = Média geométrica dos LPGs dos cultivos tratados
C = Média geométrica dos LPGs dos cultivos nao tratados

A atividade in vitro do extrato etandlico da casca de Abarema cochliacarpos
foi considerada segundo a classificacdo do indice de eficacia proposto pela
Associacdo Mundial para Avanco da Parasitologia Veterinaria (W.A.A.V.P.) (Powers

et al., 1982), em que se determina que um produto é altamente efetivo se apresentar
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mais de 90% de acdo contra o parasito tratado; moderadamente efetivo quando
atuar entre 80% e 90%, pouco efetivo quando a acéo esteja entre 60% e 70% e nao

efetivo abaixo de 60%.

RESULTADO E DISCUSSAO

Os cultivos de larvas de nematoides gastrintestinais de caprinos e ovinos
revelaram larvas infectantes do género Haemonchus, Trichostrongylus e
Oesophagostomum, com predominancia para o género Haemonchus. Resultados
semelhantes foram encontrados por Farias et al. (2010) com amostras fecais de
caprinos do municipio de Gravatd — PE e ovinos da Regido Metropolitana do Recife
— PE. Em estudo realizado no Mato Grosso do Sul Almeida et al. (2013) mostraram a
alta prevaléncia do género Haemonchus em ovinos, onde a hemoncose
correspondeu a 66,7% dentre as doencas infecciosas e parasitarias. Nos tropicos,
95% dos caprinos sao infectados, principalmente por Haemonchus contortus e
Trichostrongylus spp. (Aradjo et al.,, 2007). Na caprinovinocultura a espécie mais
prevalente, dentre as doencas infecciosas e parasitarias, € Haemonchus contortus
(Araujo et al., 2007; Rodrigues et al., 2007; Almeida et al., 2013).

Analisando o percentual de reducéo de larvas de nematoides gastrintestinais
da espécie caprina, observa-se reducdo altamente efetiva para os tratamentos T2,
T3, CP1 e CP2 contra o0s géneros Haemonchus, Trichostrongylus e
Oesophagostomum. O tratamento T1 mostrou-se altamente efetivo apenas para o
género Oesophagostomum (Tabela 1).

Para a espécie ovina, observou-se reducao de larvas altamente efetiva para
os tratamentos T1, T2, T3, CP1 e CP2 contra os géneros Trichostrongylus e
Oesophagostomum. Quanto ao género Haemonchus apenas os tratamentos T3,
CP1 e CP2 foram altamente efetivos (Tabela 2).

Considerando-se o percentual de reducdo de larvas do tratamento Tl e T2
para o género Haemonchus, observou-se que houve uma sensibilidade maior
qguando utilizado em larvas da espécie caprina, e para o género Trichostrongylus foi

mais sensivel em larvas da espécie ovina (Tabelas 1 e 2).
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TABELA 1. Percentual de reducéo de larvas de nematoides gastrintestinais em

amostras fecais da espécie caprina

Haemonchus Trichostrongylus Oesophagostomum
CP1 100% 100% 100%
CP2 96,65% 100% 100%
T1 44,20% 56,85% 100%
T2 96,95% 91,70% 100%
T3 98,79% 100% 100%

CP1: Ivermectina 1%; CP2: Albendazole 5%; T1: Extrato a 10%; T2: Extrato a 25%; T3: Extrato a
50%

TABELA 2. Percentual de reducéo de larvas de nematoides gastrintestinais em

amostras fecais da espécie ovina.

Haemonchus Trichostrongylus Oesophagostomum
CP1 100% 100% 100%
CP2 100% 100% 100%
T1 0% 100% 100%
T2 38,17% 100% 100%
T3 100% 100% 100%

CP1: Ivermectina 1%; CP2: Albendazole 5%; T1: Extrato a 10%; T2: Extrato a 25%; T3: Extrato a
50%

Varios estudos registram a resisténcia anti-helmintica, principalmente do
género Haemonchus, aos produtos a base de ivermectina, albendazole, levamisole,
parbendazole, closantel, oxfendazole em regides do Nordeste, Sul e Centro-Oeste
(Costa et al., 2011; Rocco et al., 2012; Molento et al., 2013). No entanto, as bases
quimicas utilizadas neste estudo como controle positivo, ivermectina 1% e
albendazole 5%, mostraram-se altamente efetivas frente aos géneros Haemonchus,
Trichostrongylus e Oesophagostomum, tanto da espécie caprina quanto da espécie
ovina (TABELA 1 e 2).

O screening fitoquimico da casca do caule de Abarema cochliacarpos mostra
a presenca de taninos condensados (Mendonc¢a, 2000; Tendrio, 2012) que sao
compostos fendlicos encontrados nas plantas (Oliveira, 2012), e possuem

capacidade de formar complexos com outras moléculas incluindo polissacarideos e
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proteinas (Costa et al., 2008). No ensaio de cultivo das larvas pode ter ocorrido a
interacdo dos taninos condensados com a cuticula dos nematoides, e assim,
conforme Athanasiadou et al. (2001), ter provocado alteracbes das funcdes
fisiolégicas normais do nematoide.

Portanto, o resultado obtido in vitro demonstra que o extrato etandlico de
Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & J.W. Grimes apresenta atividade
biologica in vitro contra nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes e
servem como subsidios para futuros estudos que confirmem a atividade anti-

hemintica “in vivo”.
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Avaliacdo in vitro do efeito larvicida do extrato aquoso das folhas da pitangueira

(Eugenia uniflora L.) contra nematoides gastrinstestinais de caprinos
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EFEITO LARVICIDA IN VITRO DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS DA
PITANGUEIRA (Eugenia uniflora L.) CONTRA NEMATOIDES
GASTRINTESTINAIS DE CAPRINOS

RESUMO

O uso de produtos de origem vegetal no controle de parasitos tem como vantagem promover
um desenvolvimento mais lento da resisténcia, aléem de ndo causar danos ao meio ambiente.
Obijetivou-se verificar o efeito larvicida in vitro do extrato aquoso das folhas da Pitangueira
em nematoides gastrintestinais de caprinos. Formou-se um homogeneizado das amostras
selecionadas para o cultivo de larvas, e cada cultivo foi submetido ao extrato aquoso de E.
uniflora (20%), com duas repeticbes por tratamento, formando-se, ainda, trés grupos
controles, sendo um negativo com agua destilada, e dois controles positivos, um tratado com
Ivermectina 1% e o outro com Albendazole 5%, com duas repeticdes para cada grupo
controle. A atividade do extrato foi determinada pelo calculo dos percentuais de reducao de
larvas por grama de fezes. Identificaram-se larvas do género Haemonchus, Trichostrongylus e
Oesophagostomum, sendo obtidos percentuis de reducdo de larvas por grama de fezes néo
efetivos para todos os géneros. Diante dos resultados, conclui-se que extrato aquoso de E.
uniflora na concentracdo de 0,2 g/mL ndo apresenta eficacia ovilarvicida contra nematoides
gastrintestinais de caprinos nas condi¢des em que o presente estudo foi realizado.

Palavras-chave: Helmintose, Fitoterapia, Haemonchus, Ruminantes

IN VITRO LARVICIDAL EFFECT OF THE AQUEOUS EXTRACT OF
PITANGUEIRA (Eugenia uniflora L.) LEAVES AGAINST GASTROINTESTINALS
NEMATODES OF GOATS

ABSTRACT

The use of plant products in the control of parasites has the advantage of promoting a slower
development of resistance, besides not causing damage to the environment. The objective of
this study was to verify the larvicidal effect in vitro of the aqueous extract of Eugenia uniflora
leaves on gastrointestinal nematodes of goats. A homogenate of the samples selected for the
larvae culture was formed, and each culture was submitted to the aqueous extract of E.
uniflora (20%), with two replicates per treatment, forming, also, three control groups, one
negative with distilled water, and two positive controls, one treated with 1% Ivermectin and
the other with 5% Albendazole, with two replicates for each control group. The activity of the
extract was determined by the calculation of percentages of reduction of larvae per gram of
feces. Larvae of the genus Haemonchus, Trichostrongylus and Oesophagostomum were
identified. The aqueous extract of E. uniflora had no effect on the reduction of percentages of
larvae per gram of feces. Thus, it is concluded that the concentration of 0.2 g / mL of
aqueous extract of E. uniflora does not present ovilarvicidal efficacy under the conditions in
which the present study was performed.

Keywords: Helminthosis, Phytotherapy, Haemonchus, Ruminants
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INTRODUCAO

Dentre as endoparasitoses gastrintestinais de caprinos, destacam-se 0s nematoides pelo
impacto na produtividade dos rebanhos e dificil controle (VIEIRA, 2008).

A utilizagdo intensiva e indevida dos anti-helminticos na caprinocultura tem sido a
causa da diminuicdo da eficicia provocada pela resisténcia anti-helmintica dos nematoides
gastrintestinais (BORGES, 2003; MELO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2007; FALBO et
al., 2008; PENELUC et al., 2009). Este fenbmeno ocorre em todas as classes de drogas
utilizadas no controle de nematoides, resultando em graves consequéncias econdmicas no
mundo todo (MELO et al., 1998; COSTA et al., 2011).

O uso de produtos de origem vegetal no controle de parasitos tem como vantagem
promover um desenvolvimento mais lento da resisténcia, além de ndo causar danos ao meio
ambiente (CHAGAS, 2004).

As folhas da Pitangueira (Eugenia uniflora L.) sdo utilizadas na medicina popular em
infusdes e decoctos (AURICCHIO, 2007). A atividade antimicrobiana ja tem sido registrada,
além de sua utilizacdo para tratar problemas intestinais (CONSOLINI e SARUBBIO, 2002).
Santos (2011) e Cossolosso (2013) evidenciaram potencial atividade tripanocida e
leishmanicida, respectivamente, utilizando Oleos essenciais. A atividade anti-helmintica,
apesar de ja especulada, tem sido pouco analisada.

Objetivou-se verificar o efeito larvicida in vitro do extrato aquoso das folhas da

Pitangueira em nematoides gastrintestinais de caprinos.

MATERIAL E METODOS

As folhas foram coletadas no municipio de Jaboatdo dos Guararapes - PE e
processadas no Laboratdrio de Doencas Parasitarias dos Animais Domeésticos - Departamento
de Medicina Veterinaria - Universidade Federal Rural de Pernambuco. Foram triturados 500
g de folhas secas obtendo-se 150 g do material em p6, homogeneizando-se 20 g em 100 ml de
agua destilada tendo-se concentracdo de 0,2 g / mL.

Foram utilizadas amostras fecais de caprinos da Regido Metropolitana do Recife — PE,
as quais foram coletadas diretamente da ampola retal de animais naturalmente infectados por
helmintos. As amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas, contendo gelo, e
encaminhadas ao Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco —

UFRPE. Em seguida foram processadas para determinacdo do nimero de ovos por grama de
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fezes (OPG), segundo técnica de Gordon & Whitlock (1939), interpretando-se o grau de
infecgdo segundo Ueno & Gongalves (1998). De cada espécie animal, foram selecionadas as
amostras fecais, formando-se um homogeneizado para a realizacdo dos cultivos de larvas,
segundo técnica descrita por Robert & O’Sullivan (1950).

Para a obtencdo do total de larvas por grama de fezes (LPG) foram pesados 3 g de
fezes, misturando-se a 2 g de vermiculita, separadamente para cada espécie. Cada cultivo foi
submetido ao extrato aquoso de E. uniflora (20 %), com duas repeti¢Ges, formando-se, ainda,
trés grupos controles, sendo um negativo com agua destilada e dois controles positivos, um
tratado com lvermectina 1 % e o outro com Albendazole 5 %, com duas repeti¢cdes para cada
grupo controle.

Os cultivos foram mantidos em temperatura ambiente no laboratério durante oito dias,
decorridos o0s quais, as larvas infectantes de nematoides gastrintestinais foram coletadas em
tubos de ensaio e armazenadas sob refrigeracdo até o momento da identificacdo por género,
segundo Ueno & Gongalves (1998). Para a contagem e identificacdo das larvas, retirou-se
aliquota de 0,20 mL deste material com auxilio de pipeta, colocando em lamina de
microscopia, adicionando-se duas gotas de lugol e cobrindo com laminula, totalizando cinco
laminas para cada tratamento, sendo entdo examinadas em microscopio éptico.

A atividade do extrato foi determinada pelo célculo dos percentuais de reducdo de
larvas por grama de fezes (LPG), utilizando-se a formula abaixo descrita (Vizard & Wallace,
1987).

R=100.(1-T/C)
R = Reducéo calculada no LPG
T = Média geométrica dos LPGs dos cultivos tratados
C = Média geométrica dos LPGs dos cultivos ndo tratados

A atividade in vitro do extrato etandlico foi considerada segundo a classificacdo do
indice de eficacia proposto pela Associacdo Mundial para Avanco da Parasitologia
Veterinaria (W.A.A.V.P.) (Powers et al., 1982), em que se determina que um produto é
altamente efetivo se apresentar mais de 90 % de acdo contra o parasito tratado;
moderadamente efetivo quando atuar entre 80 % e 90 %, pouco efetivo quando a acdo esteja

entre 60 % e 70 % e ndo efetivo abaixo de 60 %.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cultivos revelaram larvas infectantes do género Haemonchus, Trichostrongylus e
Oesophagostomum, com predominancia para o género Haemonchus.

O extrato aquoso de E. uniflora ndo apresentou efeito sobre os ovos dos nematoides
gastrintestinais supracitados na concentracdo utilizada (Tabela 1), diferindo de Hassum et al.
(2013) que obtiveram, de fezes ovinas, reducéo significativa do nimero de larvas H. contortus
e Trichostrongylus sp. e de Furtado (2006) que registrou taxa de inibi¢do superior a 80 % da
eclodibilidade dos ovos de trichostrongilideos. Os autores citados, porém, utilizaram extratos
alcodlicos, enquanto que no presente estudo foi utilizado o extrato aquoso, o que pode
explicar a diferenca dos resultados.

Tabela 1- Percentual de reducdo de larvas dos géneros Haemonchus, Trichostrongylus e
Oesophagostomum, por grupos de tratamento.

Haemonchus Trichostrongylus  Oesophagostomum
E. uniflora 0 14,87 0
Agua destilada 0 0 0
Albendazole 5 % 97,42 100 100
Ivermectina 1 % 100 100 100

Quando se comparam estudos com plantas medicinais, é notéria a dificuldade de
avaliacdo entre os resultados, pois as variaveis vao desde os aspectos edaficos-climaticos que
exercem influéncia na composicdo quimica, como o estagio do desenvolvimento do vegetal
guando da coleta, parte da planta estudada, forma de preparar o material para estudo, até os
protocolos seguidos nos experimentos (AURICCHIO e BACCHI, 2003).

A altitude, a radiacdo solar e o estresse também sdo fatores que podem interferir na
producdo de compostos quimicos (BEZERRA et al., 2012).

Sendo assim, € necessario investigar mais profundamente as a¢fes dos extratos sobre
0s nematoides gastrintestinais, para que sejam evidéncias seguras e apropriadas para
estabelecimento da relagdo dose-efeito, principalmente nas preparacbes de uso popular,

infusos ou decoctos das folhas.
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CONCLUSAO

O extrato aquoso das folhas da Pitangueira (E. uniflora L.) na concentracéo de 0,2 g /
mL ndo apresenta eficacia ovilarvicida contra nematoides gastrintestinais de caprinos, nas

condigdes em que o presente estudo foi realizado.
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5. CONCLUSAO FINAL

Extratos hidroalcodlicos das folhas de Commiphora leptophloeos (Mart.) JB Gillett,
Ziziphus joazeiro Mart., Croton heliotropiifolius Kunth apresentam atividade bioldgica
contra fémeas ingugitadas de A. nitens interferindo em sua eficéncia reprodutiva, e contra A.
aegypti pelo efeito larvicida sobre L3.

Concentragoes a 10 mg / mL do extrato etandlico da casca do caule de Abarema
cochliacarpos demonstram melhor atividade de mortalidade que larvicidas comerciais
convencionalmente usados contra larvas de A. aegypti além de atingir percentuais efetivos e
altamente efetivos de reducdo do numero do LPG dos géneros Haemonchus,
Trichostrongylus e Oesophagostomum com concentracfes de 25 % e 50 % in vitro em
caprinos e ovinos.

O extrato aquoso das folhas de Eugenia uniflora L., para os mesmos géneros de
helmintos, em caprinos, na concentracdo de 0,2 g / mL ndo se apresenta suficiente para

promover a redugéo do LPG.



