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Resumo

O carrapato € o ectoparasito de maior importancia econémica entres 0s bovinos, sendo
favorecido pelas caracteristicas climaticas do Brasil. Esse parasito compromete os rebanhos
causando doencas, estresse, reacOes alérgicas e danos ao couro do animal. Devido as
sucessivas utilizacdes de acaricidas sintéticos, os carrapatos desenvolveram resisténcia a esses
quimicos, levando a surgirem pesquisas com produtos naturais com o mesmo efeito acaricida.
O presente trabalho teve o objetivo de analisar o efeito do extrato bruto de jenipapo no
controle do R. microplus. A metodologia utilizada para a eficiéncia acaricida foi o teste de
imersdo de fémeas de carrapatos ingurgitadas, nas concentracGes de 50, 75, 100, 150 e 200
mg mL™, diluidos a uma proporcédo de etanol e agua (70:30), para o controle positivo foi
utilizado o Fipronil e para o controle negativo foi utilizado apenas o diluente. O efeito na
inibicdo da acetilcolinesterase foi avaliado utilizado o teste in vitro com microplacas de
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Ellman. Observou-se que a eficiéncia do produto em todos os tratamentos (50 a 200 mg mL ™)
apresentaram efeito acaricida contra o R. microplus, com médias que variaram de 64,04 a
99,22 %, respectivamente. Com 0 extrato bruto ndo foi possivel observar a inibicdo da
acetilcolinesterase (5,18 %), no entanto, a fracdo 2 da particdo do extrato apresentou inibicdo
de 67,4 %, demonstrando possuir substancias capazes de inibir a enzima. O extrato bruto de
jenipapo demonstrou ser eficiente no controle do carrapato bovino e deve ser estudado para
fazer parte de um controle ecoldgico estratégico.

Palavras-chave: Fruto; Parasita; Acaricida.

Abstract

Tick is the most important ectoparasite among cattle, being favored by the climatic
characteristics of Brazil. This parasite commits herds causing disease, stress, allergic reactions
and damage to the animal's hide. Due to the successive uses of synthetic acaricides, ticks have
developed resistance to these chemicals, leading to research with natural products with the
same acaricidal effect. The present study aimed to analyze the effect of crude extract of
genipap on the control of R. microplus. The methodology used for the acaricidal efficiency
was the immersion test of engorged tick females, in concentrations of 50, 75, 100, 150 and
200 mg mL™, diluted to a proportion of ethanol and water (70:30), for the positive control
used Fipronil and the negative control used only the diluent. The effect on
acetylcholinesterase inhibition was evaluated using the in vitro Ellman microplate test. It was
observed that the efficiency of the product in all treatments (50 to 200 mg mL™) had an
acaricidal effect against R. microplus, with averages ranging from 64.04 to 99.22%,
respectively. With the crude extract it was not possible to observe the inhibition of
acetylcholinesterase (5.18%), however, fraction 2 of the extract partition showed an inhibition
of 67.4%, demonstrating to have substances capable of inhibiting the enzyme. The crude
extract of genipap has shown to be efficient in the control of the bovine tick and must be
studied to be part of a strategic ecological control.

Keywords: Fruit; Parasite; Acaricidal.

Resumen

La garrapata es el ectoparasito econdmicamente mas importante entre el ganado, siendo
favorecida por las caracteristicas climaticas de Brasil. Este parasito compromete al ganado
causando enfermedades, estrés, reacciones alérgicas y dafios en el cuero del animal. Debido a

los usos sucesivos de los acaricidas sintéticos, las garrapatas han desarrollado resistencia a
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estos productos quimicos, lo que lleva a la investigacion de productos naturales con el mismo
efecto acaricida. El presente trabajo tuvo como objetivo analizar el efecto del extracto crudo
de genipap sobre el control de R. microplus. La metodologia utilizada para la eficiencia
acaricida fue la prueba de inmersion de hembras garrapatas ingurgitadas, en concentraciones
de 50, 75, 100, 150 y 200 mg mL, diluidas a una proporcion de etanol y agua (70:30), para el
control positivo us6 Fipronil y el control negativo uso solo el diluyente. El efecto sobre la
inhibicidn de la acetilcolinesterasa se evaluo utilizando la prueba de microplaca de Ellman in
vitro. Se observé que la eficacia del producto en todos los tratamientos (50 a 200 mg mL™)
tuvo un efecto acaricida frente a R. microplus, con promedios que variaron de 64.04 a
99.22%, respectivamente. Con el extracto crudo no se pudo observar la inhibicion de la
acetilcolinesterasa (5,18%), sin embargo, la fraccién 2 de la particion del extracto mostré una
inhibicién del 67,4%, demostrando tener sustancias capaces de inhibir la enzima. El extracto
crudo de genipap ha demostrado ser eficaz en el control de la garrapata bovina y debe ser
estudiado para formar parte de un control ecol6gico estratégico.

Palabras clave: Fruta; Parasita; Caricia.

1. Introducéo

A bovinocultura leiteira é influenciada diretamente por diversos aspectos sanitarios
gue podem comprometer a producdo dos animais e consequentemente, toda a cadeia. Dentre
esses aspectos o carrapato ixodideo R. microplus é o ectoparasito de maior importancia
econdmica entre os paralelos 30° Norte e 30° Sul, uma vez que a infestacdo é beneficiada pelo
clima tropical e subtropical, favorecendo o ciclo de reproducdo e a disseminacdo durante
quase todas as estacdes, nessas regides (Heimerdinger, 2005).

O carrapato promove microferimentos na pele dos animais causando estresse, reacfes
alérgicas e danos ao couro. Com a inoculagdo de toxinas promove menor crescimento dos
bezerros, perda de peso e diminuicdo na produtividade de leite. A espoliacdo sanguinea aliada
as alteracbes metabodlicas pode, eventualmente, culminar na morte do hospedeiro
(Heimerdinger, 2005). Essa espécie, além de causar espoliacdo sanguinea em virtude do
hematofagismo, lesa a pele, diminui a producao de leite e € o principal transmissor de agentes
patogénicos para os bovinos (Bittencourt, et al., 1999; Jonsson, et al., 2001).

Para o controle desse carrapato, os produtores rurais utilizaram ao longo dos anos
acaricidas sintéticos de forma indiscriminada, o que promoveu a selecdo de populacGes

resistentes as bases disponiveis na industria farmacéutica. Devido ao rapido aparecimento de
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resisténcia a esses acaricidas, a industria tem hesitado em investir na pesquisa e producao de
novos principios ativos. Além disso, esses produtos tém apresentado cada vez mais efeitos
residuais contaminando a carne e o leite, bem como o ambiente (Clemente, et al., 2007).

A necessidade de métodos mais seguros, menos agressivos ao homem e ao meio
ambiente, tem estimulado a busca de novos acaricidas a partir de extratos vegetais, ja que
estes podem propiciar um desenvolvimento bem mais lento da resisténcia, em funcéo de
serem constituidos por varios componentes, e a reducdo do problema de residuos, por serem
substancias biodegradaveis (Roel, 2001).

O jenipapeiro (Genipa americana L.) pertence a familia Rubiaceae, sendo considerada
uma espécie de importancia econdmica, tanto pela sua esséncia florestal, quanto pela
producdo de alimentos (Barros citado por Figueiredo, et al., 1986). Produz o Jenipapo que é
comestivel e uma fonte popular de bebidas, incluindo bebidas alcodlicas, (Ono, et al., 2007), é
amplamente distribuida na América do Sul e Central tropical.

Em trabalhos de Omena, et al., (2012), a polpa de jenipapo apresentou uma zona de
inibicdo da acetilcolinesterase semelhante a substancia padrdo, uma conclusdo que é
significativa e até entdo ndo declarada, podendo apresentar um efeito acaricida semelhante aos
organofosforados e carbamatos vendidos comercialmente.

Atualmente, pesquisas estdo sendo conduzidas para a busca de novos agentes
acaricidas naturais e compostos mais eficazes em virtude da necessidade de novas opg¢des para
o controle do R. microplus como substituicdo e/ou adi¢cdo aos produtos disponiveis no
mercado, ja que os carrapatos dos bovinos vém desenvolvendo mecanismos de resisténcia
capazes de sobreviver a maioria dos produtos quimicos utilizados em seu controle.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do extrato bruto dos frutos do
jenipapeiro no controle do carrapato bovino R. microplus, utilizando o teste de imersdo das
fémeas de carrapato ingurgitadas e a submissdo do extrato a atividade de inibicdo da

acetilcolinesterase recorrendo a experimentos in vitro.

2. Metodologia

A presente pesquisa faz referéncia a uma pesquisa laboratorial em condi¢Ges do meio
controladas para realizacdo da experiéncia, possuindo a natureza de método quantitativo, onde
faz-se a coleta de por meio de medicbes de grandezas e obtém-se por meio da metrologia,
nimeros com suas respectivas unidades (Pereira, et al., 2018). Como suporte metodoldgico,
utilizamos os trabalhos de Drummond, et al., (1973), Ellman, et al., (1961) e Ahmed & Gilani
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(2009).

Obtencéao dos frutos

Os frutos de jenipapo pertencem a familia Rubiaceae, espécie Genipa americana L.
1759 (Magnoliopsida, Gentianales), foram obtidos no mercado da cidade de Feira de Santana
(12°16°00°’S; 38°58°00°°W), estado da Bahia, Brasil.

Obtencéao dos extratos

Os frutos foram higienizados e cortados com faca de aco inox e separados as cascas
das sementes. As cascas do jenipapo foram prensadas com auxilio de uma prensa hidraulica
para extracdo da polpa. Em seguida as cascas foram secas em estufa de circulagdo de ar com
temperatura controlada (60 °C) e pulverizadas em moinho de facas (tipo Wiley). O extrato
bruto foi obtido por maceracdo em etanol, por 72 h, e o filtrado obtido foi reduzido em

rotaevaporador, apresentando um rendimento de 1,06 %.

Coleta dos carrapatos

As teledginas foram coletadas de fémeas bovinas, mestigcas %2 sangue do cruzamento
Gir X Holandés, naturalmente infestadas pertencentes a Fazenda Experimental do IFBAIANO
em Itapetinga (15°14'56"S; 40°14'52"W), no estado da Bahia, Brasil, que, posteriormente,
foram encaminhadas ao laboratorio em recipientes apropriados, com aeragdo adequada e
acondicionados em isopor contendo gelo artificial. As fémeas ingurgitadas foram lavadas com
agua destilada, secas em papel toalha e separadas em grupos de dez com base nos aspectos de
motilidade e ingurgitamento, apresentando o minimo de quatro milimetros de comprimento.
Cada grupo teve a massa das teledginas determinada em balanca analitica obtendo-se
homogeneidade entre os grupos. Dentre os individuos coletados, seis fémeas foram separadas

e utilizadas para a identificacdo molecular da espécie.

Teste de imersao de adultos in vitro

Para avaliacdo da eficiéncia do extrato sobre teledgenas do carrapato, foi realizado o

teste de imersdo de fémeas ingurgitadas em cada tratamento, segundo a metodologia proposta
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por Drummond, et al., (1973). Os tratamentos foram testados em cinco concentragdes de 50,
75, 100, 150 e 200 mg mL™*. Para o grupo controle negativo (sem extrato) e para a diluicdo
dos extratos foi utilizada uma proporc¢éo de etanol e agua (EtOH/H,0, 70:30), para o controle
positivo foi utilizado o Fipronil. As fémeas ingurgitadas foram colocadas em grupos de 10 em
placas de Petri, sendo usadas quatro placas/tratamento, submetidas ao Teste de imersdo de
fémeas ingurgitadas. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes (placas de Petri).

As variaveis utilizadas como medidas de atividade acaricida foram: indice de postura
de ovos!*! (IP), percentual de inibicdo da postura de ovos!?, reducdo da oviposicdol® (RO),
reducdo da eclosdao™ (RE), eficiéncia reprodutival® (ER) e eficiéncia do produto® (EP), de

acordo com as seguintes formulas:

indice de postura de ovos (IP) = peso dos ?VOS @ x
[1] pesodasfémeas(g)  (Bennett, 1974)

IP (controle)- IP (tratado) <100

Inibigdo da postura de ovos =
IP (controle) (Roulston, et al., 1968)

peso dos ovos (controle)- peso dos ovos (tratado) <100
peso dos ovos (controle) (Gonzales, 2003)

Reduc&o da oviposigéo =

taxa de eclosdo(controle)- taxa de eclosdo (tratado) <100
taxa de eclosdo(controle) (Gonzales, 2003)

Reducdo da eclosdo=

0, 3 *
Eficiénciareprodutiva (ER) = peso dos ovos (g) x /:>eclosao>< 20.000
[5] peso das fémeas (g) (Drummond, et al., 1973)

*Constante que indica 0 numero de ovos presentes em 1 grama.

Eficiénciado produto (EP) = ER (controle)- ER (tratado)
[6] ER (controle)

x100

(Drummond, et al., 1973)

Atividade inibidora da acetilcolinesterase in vitro

Atividade inibidora da acetilcolinesterase (AChE) dos extratos foi avaliada segundo
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ensaio de microplacas de Ellman conforme descrito por Ellman, et al., (1961) e Ahmed &
Gilani, (2009). Resumidamente, para o ensaio de inibi¢gdo de AChE, 140 uL de tampéo de 0,1
M de fosfato de sodio (pH 8) foi adicionado em primeiro lugar em cada poco de uma
microplaca de 96 pogos, seguido por 20 uL. da amostra de teste (em 10% de etanol) e 20 uL de
0,09 unidade / mL AChE. Apos 15 minutos de pré-incubacdo a 25 ° C, 10 uL de 10 mM de
5,5'-ditiobis (&cido 2-nitrobenzoéico) foi adicionado a cada pogo seguido por 10 uL de 14 mM
de iodeto de acetiltiocolina. A absorbancia do produto final colorido foi medida a 412 nm em
intervalos designados por 30 minutos apds o inicio da reacdo enzimatica pela Tecan Infinito
200 Pro Microplate espectrometro (Suica). A eserina foi usada como padrdo de referéncia.
Cada amostra do teste foi realizada em triplicado. A absorbancia da amostra do teste foi

corrigida subtraindo a absorbancia da respectiva placa.

T30 - TO (amostra) <100
T30 - TO (controle)

%A=

Onde, %A = percentual de atividade enzimatica; TO: absorbancia no tempo 0 (logo

apos o inicio da reagdo); T30: absorbancia no tempo de 30 minutos

% Inibicdo =100 - %A

Analise estatistica

Os resultados dos ensaios bioldgicos foram expressos com média + desvio padréo
(DP) e sujeitos a analise de variancia unidirecional (ANOVA), seguidas do teste de Tukey
(5%). Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o programa estatistico Graphprism

(verséo 5.0).

3. Resultados e Discussao

De acordo com os resultados, a Tabela 1 descreve as porcentagens do indice de
postura de ovos, inibicdo da postura de ovos, reducdo da oviposicao, eclosdo e redugdo da
eclosdo de larvas de R. microplus tratadas com extrato G. americana nas concentragées de 50,
75, 100, 150 e 200 mg mL™.,
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Tabela 1 - Porcentagens do indice de postura de ovos, inibi¢cdo da postura de ovos, reducéo

da oviposicéo, ecloséo e reducdo da ecloséo de larvas de R. microplus.

Extrado de G. indice de postura  Inibigdo da postura Redugéo da Eclosio (%) Reducéo da
americana de ovos (%) de ovos (%) oviposigao (%) eclosdo (%)
50 mg mL™! 20,56+6,7¢ 58,26+13,1¢ 55,75+13,7¢ 68,756,3CP 14,06+7,9¢
75 mg mL? 21,8245,0¢ 55,74+9,4¢ 49,21+11,1° 48,33+15,58¢ 39,58+19,38¢
100 mg mL* 20,7045,8¢ 57,78+12,4¢ 55,81+13,4¢ 42,50+15,08 46,88+18,78
150 mg mL! 9,77+1,68 80,10+3,38 78,44+2,98 8,3316,2° 89,58+7,8A
200 mg mL! 3,60+2,7A8 92,7845,5°B 92,4615,8B 6,25+9,54 92,19+11,8°
Fipronil 00,04 100+0,04 100+0,04 00,04 100+0,04
Controle negativo ~ 49,15+1,1P 0+0,0P 0+0,0P 80,00+0,0P -

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p>0,05). Fonte: Autores (2020).

O tratamento que apresentou menor indice de postura dos ovos foi 200 mg mL™* com
3,60 %, semelhante aos trabalhos de Barbosa, et al., (2013), que encontraram um indice de
postura dos ovos de 3,93 % para 0 extrato dos frutos de Guarea kunthiana, porém numa
concentracgdo de 2 mg mL™, valores proximos aos obtidos por Sousa, et al., (2008), com um
indice de 2,18 % para frutos verdes de Melia azedarach na concentragdo de 2,5 mg mL™,
demonstrando a alta potencialidade dos extratos desses frutos.

O tratamento que apresentou maior indice de postura dos ovos foi 50 mg mL™* com
20,56 %. Em contrapartida, Lima, et al., (2014), observaram que tratamentos com extratos dos
frutos de Piper tuberculatum resultaram em indices mais altos de postura de ovos para a
concentragdo de 50 mg mL™,

Os extratos preparados com hexano, éter etilico, etanol e metanol apresentaram indices
de 44,1, 46,5, 53,3 e 50,3 %, respectivamente, ndo corroborando com o presente trabalho pelo
fato da baixa eficiéncia do fruto de P. tuberculatum, mesmo tendo seus compostos ativos
extraidos em solventes com diferentes polaridades. Vasconcelos, et al., (2014), também
encontraram valores superiores para o indice de postura de ovos quando testado o extrato
etanolico do fruto de Capsicum frutescens, a uma concentracdo de 50 mg mL™?, com um
indice de 25,3 %.

Os valores da inibicdo da postura de ovos e da reducdo da oviposi¢cdo possuem uma
relacdo direta por serem calculados a partir do peso dos ovos e das teledgenas, por tanto, a
comparacao desses tratamentos com outros trabalhos pode ser feita com qualquer um desses
parametros.

Ap0s trinta dias de incubacdo dos ovos, foi verificado que os tratamentos com 50 mg
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mL* continuaram com as maiores taxas de eclosdo, com 68,75 %, e os tratamentos com 200
mg mL*? continuaram com as menores taxas de eclosdo, com 6,25 %, confirmando a
dependéncia da concentracéo na eficiéncia do efeito acaricida.

No tratamento com 200 mg mL™ a reducdo da eclosdo foi de 92,19 %, ja nos trabalhos
de Domingues, et al., (2013) encontraram uma reducdo da eclosdo de apenas 33,3 % quando
testaram o extrato aquoso da casca de Ananas comosus com 500 mg mL™.

Em relacdo a eficiéncia do produto, todos os tratamentos analisados apresentaram

efeito acaricida contra o carrapato bovino R. microplus.

Figura 1 - Eficiéncia do produto sobre as teledgenas de R. microplus. CN, controle negativo;
FI1, Fipronil (controle positivo); (*) P<0,05, (ns) diferenca ndo significativa em comparacao ao

controle negativo.
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Fonte: Autores (2020).

Observa-se na Figura 1 que os tratamentos nas concentracdes de 150 e 200 mg mL™*
apresentaram eficiéncia do produto de 98,05 e 99,22 %, respectivamente, se aproximando da
eficiéncia do controle positivo, ndo diferindo significativamente entre elas. Para as
concentragdes de 50, 75 e 100 mg mL™, a eficiéncia do produto foi de 64,04, 73,31 e 75,90
%. Testados na concentragdo de 50 mg mL™, os extratos dos frutos de Piper tuberculatum,
Capsicum frutences, e Angelonia hirta, apresentaram a eficiéncia do produto de 3,4 %, 31,4
% e 57 %, respectivamente (Santos, et al., 2013; Lima, et al., 2014; Vasconcelos, et al., 2014),
ficando abaixo de todos dos resultados encontrados nesse trabalho.

Segundo Rodrigues, et al., (2020), no extrato bruto do jenipapo sdo predominantes a

catequina, &cido galico, hidroguinona e acido p-cumarico, compostos fenolicos com acdes
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antioxidantes, que possuem o poder redutor do grupo hidroxila aromético, reduzindo os
radicais livres e estabilizado-os por ressonancia. Ghosh, et al., (2013) e Pereira, et al., (2017)
observaram que ha relacdo entre a eficiéncia da atividade acaricida e os compostos fenolicos

dos extratos de plantas quando trabalhados de forma sinérgica.

Atividade inibidora da acetilcolinesterase in vitro

O extrato do fruto de jenipapo foi submetido ao teste de inibicdo enzimatica da
acetilcolinesterase e apresentou uma inibicdo de 5,18 + 3,77 % sendo um resultado muito
baixo, até mesmo em comparagdo ao controle negativo. No entanto, o extrato foi fracionado
através da cromatografia em coluna (CC), eluida com misturas de solventes organicos em
ordem crescente de polaridade (hexano / acetato de etila / etanol / metanol) e originando 7
fragcOes. As fragOes 1, 6 e 7 ndo geraram quantidade suficiente para proceder ao teste, todavia
as demais fragdes foram testadas e obteve-se os resultados descritos na Figura 2.

Figura 2 - Inibicdo enzimatica da AChE pelas fracdes do extrato etandlico de G. americana.
CN: controle negativo, ES: eserina (50 uM). (*) P<0,05.

1001
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Fonte: Autores (2020).

A Figura 2 apresenta a inibicdo enzimatica da AChE frente as fracdes 2, 3, 4 e 5 do
extrato bruto de jenipapo na concentracdo de 1 mg mL™, encontrando uma inibicdo de 67,4,
40,38, 17,24 e 22,08 %. Segundo Vinutha, et al., (2007), a inibicdo da AChE acima de 50 % é
considerada potente, entre 30 e 50 % é considerada moderada e abaixo de 30% é considerada

inativa ou baixa atividade. Sendo assim, a fracdo 2 esta classificada como potente, a fracdo 3 é
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moderada e as fracbes 4 e 5 sdo classificadas como inativas. Estudos mais aprofundados
devem ser concluidos para identificar essa substancia inibidora da acetilcolinesterase.

4. Consideracdes Finais

O extrato bruto do fruto do jenipapo apresentou efeito acaricida contra o carrapato da
espécie R. microplus. O fracionamento do extrato indicou a presenca de substancias inibidoras
da AChE, sinalizando o mecanismo de acéo que corrobora com o efeito acaricida.

A identificagdo do potencial acaricida do extrato do fruto de G. americana no controle
de carrapatos resistentes pode ajudar a desenvolver uma estratégia para o controle ecoldgico

de infestacBes de carrapato bovino.
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