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RESUMO

ATAIDES, ANA CLAUDIA CARDOSO. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
setembro de 2015. Caracterizacdo fitoquimica e avaliacdo acaricida de extratos vegetais.
Orientador: Paulo Sérgio Pereira. Coorientadores: Flavia Dionisio Pereira, Fabiano Guimaraes
Silva.

Até quando iremos continuar insistindo em utilizar quimicos de maneira incorreta comprometendo
todo ecossistema? A demanda de produtos de origem animal em massa tem levado ao uso massivo
de produtos quimiosintéticos no manejo nutricional e sanitario, para obter alimentos de qualidade e
com a necessidade de combater as fases parasitarias do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus ¢ basicamente feito por ectoparasiticidas, sendo que o ideal ¢ que se utilize um programa
estratégico em conjunto com os metabolitos das plantas, diminuindo as aplicagdes quimicas.
Percebe-se que erros decorrentes do mau uso destes quimicos se agravam constatado com a
resisténcia adquirida pelos carrapatos. Vé-se entdo, a necessidade de pesquisas multidisciplinar para
que acontecam de forma alternativa aos agroquimicos. Com isso, objetivou-se com este trabalho
preparar, caracterizar ¢ determinar a atividade biologica em producao animal de extratos aquosos e
etandlicos, das espécies de capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), guapeva (Pouteria
gardneriana Radlk), caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa barbara
(Melia azedarach L.) e nim (Azadirachta indica L.), e 6leos essenciais das espécies Hyptis
suaveolens (L.) Poit., Hyptis pectinata (L.) Poit. e Hyptis marrubioides EPL. Foram preparados
extratos aquosos e etandlicos das espécies capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapt), guapeva
(Pouteria gardneriana Radlk), caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa
barbara (Melia azedarach L.) e nim (Azadirachta indica L.) a caracteriza¢do do perfil quimico por
analises por cromatografia em coluna e em camada delgada comparativa CCDC, cromatografia
liquida de alta eficiéncia CLAE, caracterizagdo de inibidores de acetilcolinesterase. Procedeu-se
avaliacdo da qualidade quimico-bromatoloégica de silagem de milho, utilizando as folhas das
espécies a cima como aditivos. Realizou-se a extracdo do Oleo essencial das espécies Hyptis
suaveolens (L.) Poit., Hyptis pectinata (L.) Poit. e Hyptis marrubioides EPL. Foram avaliados os
seguintes parametros biologicos: peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos e
percentual de eclosdo de larvas. A partir desses valores sera calculado o percentual de controle. Os

resultados obtidos indicam que os extratos das folhas de guapeva (Pouteria gardneriana Radlk),
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caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa barbara (Melia azedarach L.), nim
(Azadirachta indica L.) e capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), sdo potencialmente uteis
para o controle de carrapatos Rhipicephalus B. microplus, com destaque aos inibidores de
acetilcolinesterase. A inclusdo das folhas de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum
Rizz), nim (Azadirachta indica L.), capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), santa barbara
(Melia azedarach L.), e guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) como aditivo para silagem de
milho, apesar de ndo ter diferenga significativa entre as espécies, o nim foi a espécie que se
sobressaiu sobre as demais nos parametros avaliados. Estudos devem ser realizados no intuito de
avaliar a influéncia dos metabolitos secundarios sobre a atividade microbioldgica no processo
fermentativo de silagens de milho. O 6leo essencial das espécies de bamburral (Hyptis suaveolens
(L) Poit), hortela-do-campo (Hyptis marrubioides EPL) e sambacaita (Hyptis pectinata (L) Poit)

teve controle parcial em fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus Boophilus microplus.

PALAVRAS-CHAVES: carrapatos, fitoquimica, aditivos botanicos, acaricidas botanicos.
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ABSTRACT

How long we will continue insisting to use chemical products incorrectly compromising all
ecosystem? The high demand for animal products has led to the massive use of chemiosintetics
products in the nutritional and health management to provide quality food. The need to combat the
parasitic stages of Rhipicephalus (Boophilus) microplus is done by ectoparasiticides and the ideal is
that we used a strategic program in conjunction with plants metabolites, reducing chemical
applications. The errors resulting from the misuse of these chemicals are aggravated and noticed by
the acquired resistance of ticks. We see then, the need for multidisciplinary research to take place
alternatively to agrochemicals. Thus, the aim of this study was to prepare, characterize and
determine the biological activity in animal production of aqueous and ethanol extracts of species of
lemon grass (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), guapeva (Pouteria gardneriana Radlk), cashew-of
-tree-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa barbara (Melia azedarach L.) and neem
(Azadirachta indica L.), and essential oils of Hyptis suaveolens (L.) Poit., Hyptis pectinata (L.)
Poit. and Hyptis marrubioides EPL. Water and ethanol extracts of lemon grass (Cymbopogon
citratus (DC) Stapf), guapeva (Pouteria gardneriana Radlk), cashew-tree-of-the-cerrado
(Anacardium othonianum Rizz), santa barbara (Melia azedarach L.) neem (Azadirachta indica L.)
species were prepared as well as was done the chemical characterization of the profile by column
chromatography and comparative thin layer CCDC and high-performance liquid chromatography
HPLC, characterization acetylcholinesterase inhibitor. It was determined the chemical quality of
corn silage, using the leaves of the evaluated species as additives. Essential oil extraction was
performed from Hyptis suaveolens species (L.) Poit., Hyptis pectinata (L.) Poit. and Hyptis
marrubioides EPL. We evaluated the following biological parameters: female weight before laying,
the mass weight of eggs and larvae hatching percentage. From these values it was calculated the
control percentage. The results indicate that extracts of guapeva leaves (Pouteria gardneriana
Radlk), cashew-tree-of-the-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa barbara (Melia
azedarach), neem (Azadirachta indica L.) and grass lemon (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), are
potentially useful for the control of Rhipicephalus B. microplus ticks, especially the
acetylcholinesterase inhibitor. The inclusion of leaves of cashew-tree-of-the-cerrado (Anacardium
othonianum Rizz), neem (Azadirachta indica L.), lemon grass (Cymbopogon citratus (DC) Stapf),
santa barbara (Melia azedarach), and guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) as an additive to corn

silage, although there was no significant difference between species, neem was the species that
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stood out over the others in the evaluated parameters. Studies should be carried out in order to
assess the influence of secondary metabolites on the microbiological activity in the fermentation
process of corn silage. The essential oil of species bamburral (Hyptis suaveolens (L) Poit), mint-of-
field (Hyptis marrubioides EPL) and sambacaitd (Hyptis pectinata (L) Poit) had partial control on

engorged female Rhipicephalus Boophilus microplus.

KEY WORDS: ticks, phytochemical, botanical additives, botanical acaricide.
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1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva da bovinocultura brasileira destaca - se dentre as areas de produgado
animal, pela producdo de rebanho bovino estimado, no ano de 2014, em 212, 34 milhdes de
cabecas, com acréscimo de 569 mil animais em relacdo a 2013. Constituindo o segundo maior
rebanho de bovinos do mundo, atras apenas da india (IBGE, 2014).

Muitos fatores atingem significativamente a produtividade de um rebanho, a aplica¢do de
praticas adequadas de manejo nutricional, reprodutivo e sanitario, conduzem ao sucesso da pecuaria
bovina brasileira. Com isso, para se obter excelentes resultados zootécnicos tem - se utilizado de
forma intensiva e indiscriminada agentes e aditivos quimicos. A necessidade do uso destes
agroquimicos advém da reducdo na produtividade e perdas econdmicas causadas, entre outros
fatores pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) (ACARI,
IXODIDAE) (MARTINS et al., 2006ab).

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ um ectoparasita hematofago originario
da Asia, sendo o mais difundido no Brasil. O clima favoravel das regides tropicais do mundo
favorece a ampla distribui¢do deste ectoparasito, contribuindo com a sua manutencdo e
sobrevivéncia, em fun¢do da temperatura e umidade mais elevadas. Esta espécie foi introduzida no
Brasil com a colonizagdo, encontra-se distribuido na maioria dos estados, ¢ todo territorio ¢
potencialmente favoravel a sua sobrevivéncia (SANTAREM e SARTOR, 2003; SILVA et al.,
2005).

Estratégias de controle, normalmente, enfocam a utilizagdo de formulas sintéticas
existentes no mercado, rotacdo de pastagens e uso de tratamentos em periodos especificos
(estratégica) ou descontroladamente pelos pecuaristas (PEREIRA et al., 2008). O uso deliberado
destes produtos quimicos refletiu no aumento da populagdo de carrapatos resistentes aos principios
ativos convencionais. Prejudicando o controle futuro destes parasitas, mesmo sendo desenvolvidos
novos produtos, ha ainda riscos de geracdes de estirpes resistentes (FRAGA et al., 2003;

ANDREOTTI et al., 2011b). Devido a crescente resisténcia as diferentes moléculas disponiveis no
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mercado, e com o aumento da importancia da seguranca alimentar como atributo decisivo no
momento da aquisicdo do produto pelo consumidor, com progressiva demanda por produtos
saudaveis e produzidos sob preceitos ambientais, t€m acelerado a busca por biocidas naturais.

Espécies vegetais da flora brasileira tém grande potencial terapéutico, fazendo parte da
vida do homem desde os primoérdios, e ja utilizavam plantas medicinais tanto na saide do homem
como na criagdo dos animais (TESKE e TRENTINI, 1995). A fitoterapia no manejo nutricional e
sanitario animal tem sido uma alternativa promissora no uso de produtos oriundos da industria
quimica deste segmento.

Estas substdncias do metabolismo secundario de espécies botanicas, produzidas para
garantir a sobrevivéncia, sdo alternativas promissoras na produ¢do animal, por ter a¢cdes medicinais,
inseticidas, repelentes, antimicrobianas, entre outras. E um fator mais rentavel ao pequeno produtor
da regido cerradeira que possui grande biodiversidade, podendo levar a economia no controle do
referido parasita. Obtidos de fontes renovaveis sdo biodegradaveis, diminuindo o risco de
contaminagdo e residuos nos alimentos, impacto ambiental e de pequena toxicidade ao homem e a
organismos nao alvo (MOREIRA et al., 2007; OLIVO et al., 2008; BAGAVAN et al., 2009).

As pesquisas utilizando os compostos quimicos provenientes de extratos vegetais, isolados
ou em sinergia ou mesmo a utilizagdo de extratos vegetais na nutri¢do ¢ manejo de ruminantes
tornou-se importante nos ultimos anos, apesar dos dados obtidos ainda ndo serem conclusivos. O
modo de acdo e a funcao de cada extrato vegetal dependera do composto quimico predominante e
de sua concentragdao na composicao quimica da planta (BENCHAAR et al., 2008).

Sabe-se que os efeitos no manejo sanitdrio em ectoparasitas podem ser diversos como
repeléncia, inibicdo de oviposi¢do, disturbios no desenvolvimento, infertilidade, mortalidade e
letalidade, totalmente dependentes da dosagem utilizada, podendo causar reducdo das populagcdes
em longo prazo (ROEL, 2001). No manejo nutricional de ruminantes podem ser utilizados como
aditivos botanicos na dieta melhorando a digestibilidade e desempenho animal e equilibrando a
flora intestinal ou na produg¢do de silagens potencializando o processo fermentativo e a composi¢ao
bromatologica (BENKEBLIA, 2004).

Assim, investigagdes nesse sentido podem servir de base para selecdo de diferentes
principios ativos que sejam eficazes, fornecendo informagdes que no futuro, possam contribuir na
elaboracdo de taticas que permitam que tais produtos sejam utilizados em conjunto em estratégias

de manejo sanitario e nutricional.

1.1 O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887)
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Pertencente ao filo Artropoda, classe Aracnida, ordem Acarina, subordem Metastigmata,
superfamilia Ixodidea, familia Ixodidae, género Rhipicephalus, subgénero Boophilus e espécie B.
Microplus (através de estudos filogenéticos reclassificaram os carrapatos do género Boophilus
microplus, tornando Boophilus um subgénero de Rhipicephalus (BARKER e MURREL, 2008).

Pela solidez de estudos realizados por mais de uma centena de anos no que condizem as
caracteristicas morfologicas definidas para os géneros Rhipicephalus e Boophilus, CAEIRO (2006)
discorda de autores que se baseiam em resultados que as técnicas de biologia molecular revelam.
Considerando que espécie do género Boophilus tem sua fase de vida parasitdria em apenas um
hospedeiro, espécies do género Rhipicephalus completam seu ciclo de vida em dois ou trés
hospedeiros.

Na classificagdao taxondmica, familia Ixodidae compreende os carrapatos duros, a maioria
dos parasitas de interesse zootécnico. O macho possui escudo que recobre todo o dorso do animal e
nas fémeas, larvas e ninfas o escudo dorsal ndo vao além do propodossoma, regido do corpo entre o
primeiro e segundo par de pernas, tem corpo achatado dorso-ventralmente, duas divisdes

gnatossoma e idiossoma, fases de vida no ambiente e no animal (BARKER ¢ MURREL, 2008),
(Figura 1).

gonoporo

goteira genital

L a2 T

Face dorsal Face ventral

Fémea

FIGURA 1- Classificagdo taxonomica de teleodgina. Fonte: WALL e SHEARER, 2001.

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um ectoparasita hematéfago originario
da Asia. Sendo o mais difundido no Brasil, tem ampla distribuicdo mundial, ocorre na América
Central, América do Sul, pequenas regides da América do Norte, Australia, Oriente, sul e leste da

Africa, situando-se entre os paralelos 32 N (Norte) e 32 S (Sul) (SILVA et al., 2005). O clima
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tropical destas regides favorece a manutencao e sobrevivéncia, em fun¢do da temperatura e umidade
mais elevadas. Introduzida no Brasil com a colonizagdo, encontra-se distribuido na maioria dos
estados, e todo territorio ¢ potencialmente favoravel a sua sobrevivéncia (SANTAREM e SARTOR,
2003).

No periodo seco, baixas temperaturas diminuem a velocidade de desenvolvimento dos
parasitas que se encontram nas pastagens, alongando seu ciclo vital. J4, no periodo chuvoso, ocorre

um rapido desenvolvimento de carrapatos na pastagem e o ciclo reduz (LAU e COSTA, 2006).

1.2 Ciclo biolégico do Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Por ser um parasita monodxeno, isto ¢, depende de apenas um hospedeiro no ciclo de vida,
em especial os bovinos. Tem um ciclo biologico que varia em torno de 28 a 51 dias na fase de vida
livre e 21 dias na fase parasitaria (DAEMON et al., 2009).

Compreende apenas duas fases, a parasitdria que se inicia pela subida da larva infestante
no bovino, fixando-se na base da cauda, barbela, peito e parte posterior das coxas, locais que
favorecem seu desenvolvimento, ingerindo linfa, substratos teciduais e sangue (PEREIRA et al.,
2008).

Com a troca de cuticula ocorre diferenciagdo em ninfa que se alimenta de sangue, softre
uma muda e se transforma em metaninfa, posteriormente em adulto ocorrendo o dimorfismo sexual,
neandro o macho e nedgina a fémea. Apds o acasalamento, a fémea inicia o ingurgitamento,
enquanto os machos se alimentam ocasionalmente, porém, ndo se ingurgitam de sangue
(FURLONG e PRATA, 2005).

No estadio de teledgina tem a capacidade de transformar sangue em ovos, sugando em
torno de 3 mL de sangue e transformando de 52% a 60% de sua massa em ovos, sabe-se que em um
grama de ovos produz 20000 larvas, podendo colocar de 2000 a 4000 ovos (PEREIRA et al., 2008).

Na fase de vida livre, que ocorre com a queda da teledgina no solo, depois do seu
ingurgitamento, nao necessita mais se alimentar, sobrevivendo apenas de suas reservas. A
oviposi¢do ocorre em locais com sombra, podendo durar varios dias, de trés dias para a pré-postura
e trés a seis semanas para a postura. Terminada a oviposicdo, a fémea, agora denominada
quenogina, morre (FURLONG e PRATA, 2005).

Iniciando o ciclo ndo parasitario, que pode durar varios dias de acordo com as condigdes
climaticas (temperatura e umidade ideais de 27°C e 80%). Apds a eclosdo dos ovos, as larvas
necessitam de dois a trés dias para o fortalecimento de suas cuticulas, transformam-se em larvas
infestantes (LABRUNA, 2008). Estas larvas sdo muito vivazes e sobem rapidamente nas folhas e

hastes da forrageira, tém comportamento de geotropismo negativo, aguardando a passagem de um
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hospedeiro para se fixarem, preferencialmente onde a pele ¢ mais fina, como axilas, entre as patas,
regido genital e sob a cauda (PEREIRA et al., 2008) (Figura 2).

Durante o ciclo, o parasita passa a maior parte do tempo no ambiente do que sobre o
bovino, existem mais carrapatos no ambiente do que no animal. Ressalta-se que de forma geral,
95% dos carrapatos de uma populacdo estdo no ambiente e apenas 5% estdo sobre os animais

(FURLONG e PRATA, 2005).

Ciclo do Boophilus microplys

FIGURA 2- Ciclo bioldogico de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Cepa CAMCORD. Boophilus
microplus, Cuba, 1989. http://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/medicina-da-

producao/prejuizos-economicos-causados-pelos-carrapatos-16680n.aspx

1.3 Prejuizos causados na pecuaria nacional

Estudos relativos aos impactos econdmicos do parasitismo bovino no Brasil tém sido
realizados por Grisi e colaboradores desde o ano de 2002, sendo uma importante fonte de dados
sobre a resisténcia economica de endo e ectoparasitas que infligem o gado, especialmente do ponto
de vista do produtor. Estimaram que as perdas econOmicas totais pelos ectoparasitas como o
Rhipicephalus (Boophilus) microplus foram de US$ 2.650 milhdes (GRISI et al., 2002; SILVA et
al., 2005).
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Com um coeficiente de produ¢do estimado em 212,34 milhdes de cabecas de bovino no
ano de 2014, distribuidas ao longo de 8 milhdes de quilometros quadrados de terra (IBGE, 2014).
Este cenario da pecudaria nacional mudou, novos dados sobre as perdas de producao pelos parasitas
foram atualizados a partir de muitas regides do pais.

Assim, a perda econdmica sobre o impacto desta espécie de parasita para as respectivas
populagdes de gado que foram consideradas em risco, foi estimada em US$ 3,23 milhdes. As
potenciais perdas econdmicas anuais por causa de cinco grandes ectoparasitas e vermes
gastrintestinais de bovinos no Brasil atingiram o montante impressionante de US $ 13,9 bilhdes
(GRISI et al., 2014).

A baixa qualidade extrinseca das peles brasileiras determinam o prejuizo dos danos
causados ao couro, através da espoliagdo sanguinea do ectoparasita no hospedeiro durante a
infestacdo, em 2010, o Brasil produziu 40 milhdes de peles e exportou apenas 68% (KLAFKE et al.,
2006).

Apenas 10% das espécies sdo consideradas de importancia médico-veterindria, envolvidas
na epidemiologia de doengas de humanos e animais. Os carrapatos transmitem maior variedade de
agentes infecciosos do que qualquer outro grupo de artropodes hematdfagos (KLAFKE et al.,
2006). Em todas as fases larvais, sdo vetores da Rickettsia, Anaplasma sp. e do protozoario Babesia
sp. responsaveis pelo complexo conhecido como Tristeza Parasitaria Bovina, estas hemoparasitoses
causam anemia, diminui¢do no ganho de peso, redugdo na producao de leite € podem, em casos
mais graves levar os animais a morte (PEREIRA et al., 2008; ANDREOTTI, 2011a).

Isso reflete as condigdes ambientais favoraveis, tanto para o gado e seus parasitas neste
pais. A situacdo ¢ agravada pelos gargalos de controle do parasita. Quando distribuidos por todo o
rebanho bovino nacional (mais de 212 milhdes de cabegas), uma perda anual de US$ 65,49 por
cabeca foi encontrada, o que pode parecer mais toleravel. No entanto, considerando a média de
idade de abate de 36 a 42 meses, esse impacto anual na verdade representa 32% do prego de venda
de gado de corte (CEPEA, 2013a, b, c), tornando assim o dano potencial pelo parasitismo

inaceitavel para os produtores e industria de bovinos.

1.4 Controle e resisténcia do Rhipicephalus (Boophilus) microplus
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Desde a década de 1950 no Brasil, um dos métodos de controle mais utilizados sdo os
acaricidas sintéticos que agem ou por interagdo em alvos especificos do sistema nervoso
(neurotdxicos) ou no processo bioquimico de sintese de quitina (inibidores de desenvolvimento)
(LEAL et al., 2003). Tradicionalmente, estes produtos quimicos foram usados para controlar
parasitas, com um impacto sobre o bem-estar e a satide dos animais domésticos, incluindo animais
de producdo (OLIVEIRA et al., 2012).

A maioria destes acaricidas comerciais disponiveis tem atuagdo no sistema nervoso do
carrapato, como os pertencentes a classes quimicas dos organofosforados (clorpirifés), piretroides
(deltametrina, cipermetrina), formamidinas (amitraz), fenilpirazoéis (fipronil), lactonas macrociclicas
(avermectinas: ivermectina, doramectina e milbemicinas: oxima milbemicina) e as espinosinas
(espinosada), que tem como alvo canais i0nicos, receptores de neurotransmissores ou enzimas
(LEAL et al., 2003).

O sistema nervoso dos carrapatos ¢ constituido de uma massa compacta de tecido nervoso
chamada de singinglio de onde partem nervos para vdrias partes do corpo. O singanglio esta
localizado logo atras do gnatossoma, sendo atravessado pelo esdfago, dividindo em um ganglio
dorsal (supraesofageano) e outro ventral (subesofageano). Nos insetos, ha uma variedade de
transmissores € moduladores neurais, no entanto nos carrapatos alguns destes ndo estio com suas
funcdes bem definidas (LEES e BOWMAN, 2007).

Na Tabela 1, esta descrito a classificagdo dos carrapaticidas de acordo com o sitio de agcdo
primario, no qual se incluiu as bases quimicas e alguns de seus principios ativos.

A acetilcolina (ACh) ¢ um neurotransmissor excitatério, sendo considerado como um dos
mais importantes do sistema nervoso de insetos, seus receptores ocorrem de duas formas,
nicotinicos (n-AChR) e muscarinicos (m-AChR) (SATTELLE, 1980; VENTER et al., 1988).

O sistema colinérgico tem sido validado quimicamente nos carrapatos, sendo um alvo
acaricida bona fide, visto que os organofosforados sdo potentes agentes quimicos de controle dos
mesmo. A sintese de ACh pela colina acetilcolinesterase foi demonstrada em larvas e adultos de R.
B. microplus (SMALLMAN e SCHUNTNER, 1972). A presenca da ACh no singanglio de
carrapatos foi confirmada em adultos de R. B. microplus (SMALLMAN e SCHUNTNER, 1972),
assim como a atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi demonstrada em homogenados de larvas e

no singanglio de adultos de R. B. microplus (ROULSTON et al., 1966).
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Tabela 1- Classificacdo dos carrapaticidas pelo sitio de acio primario e suas bases quimicas.
S

SITIO DE ACAO PRIMARIO

GRUPO e/ou SUBGRUPO QUIMICO
Exemplo(s) de Ingrediente(s) Ativo(s)

Inibidores de acetilcolinesterase

Moduladores de canais de s6dio

Agonistas de receptores de octopamina
Antagonistas de canais de cloro mediados pelo

GABA

Ativadores de canais de cloro

Agonistas de receptores nicotinicos da
acetilcolina
Ativadores alostéricos de receptores nicotinicos
da acetilcolina
Inibidores do complexo da cadeia de transporte
de elétrons na mitocondria
Compostos com modo de agdo desconhecido

Inibidores da formagao de quitina

ORGANOFOSFORADOS (Clorpirifos)
CARBAMATOS
PIRETROIDES (Deltametrina, Cipermetrina)
PIRETRINAS (Piretrina I, Piretrina II)
CLORADOS (DDT)
FORMAMIDINA (Amitraz)
FENILPIRAZOIS (Fipronil)

LACTONAS MACROCICLICAS:
AVERMECTINAS (Ivermectina, Doramectina)
MILBEMICINAS (Milbemicina oxima)
NICOTINOIDES (Nicotina)
NEONICONTINOIDES (Imidacloprida)
ESPINOSINAS (Espinosade)

ROTENOIDES (Rotenona)

AZADIRACTINA
BENZOILUREIAS (Fluazuron)

Fonte: Adaptado do Comité Brasileiro de Agdo a Resisténcia a Inseticidas. Disponivel em WW W.irac-br.org.br

A AChE cliva a ACh em colina e acido acético (Figura 3), o que ocorre em duas etapas,

primeiro através da aciclacdo da enzima, seguida de desaciclacdo envolvendo uma molécula de
agua. Quando em contato com um inseticida inibidor de AChE, tornando-se fosforilada
irreversivelmente inativa. Esse processo acontece no sitio ativo localizado no interior da enzima,
denominado triade catalitica, formado pela serina, histidina e glutamato, sendo covalentemente
fosforilada (SOREQ e SEIDMAN, 2001). Os organofosforados e carbamatos se ligam a enzima
AChE, impedindo que esta hidrolise a acetilcolina. O acimulo de acetilcolina nas sinapses provoca
uma hiperatividade do sistema nervoso, desencadeando o colapso do mesmo. Até o aparecimento da
resisténcia, os organofosforados foram usados intensamente e com sucesso no controle de R. B.

microplus (GEORGE et al., 2004; GRAF et al., 2004).
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Figura 3- Esquema da reagdo de clivagem da acetilcolina pela acetilcolinesterase. Fonte: Lees e Bowman, 2007.

A forma de controle mais indicada ¢ a utiliza¢do dos carrapaticidas dentro de um programa
estratégico, que se baseia no conhecimento da biologia e interagdes deste carrapato, planejando
banhos carrapaticidas em periodos desfavoraveis para a sobrevivéncia deste ixodideo na pastagem,
respeitando os intervalos de banho de acordo com o periodo residual do produto utilizado. A
escolha do produto também ¢ de fundamental importancia e o ideal ¢ que o carrapaticida seja
escolhido com base em resultado de teste de sensibilidade (FURLONG e¢ MARTINS, 2005;
LABRUNA, 2008).

Os carrapaticidas de contato podem ser administrados por aspersao, imersao ou “pour on”,
pertencendo a diversas bases quimicas como os piretroides, organofosforados, fenilpirazois,
amidinicos e “naturalyte”. Ja os acaricidas sistémicos sdo aplicados por aspersio e injegdes
subcutaneas ou intramusculares, podendo ser compostos dos grupos das lactonas macrociclicas e
benzofenilureas. A combinacdo de mais de uma substancia desses grupos também pode ser
encontrada (FURLONG et al., 2007).

No entanto, o uso incorreto e indiscriminado dos acaricidas tem acelerado o processo de
selecdo de resisténcia as diferentes bases quimicas, refletindo no aumento da populacdo de
carrapatos resistentes. (KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012; CASTRO-JANER et al., 2012).
Prejudicando o controle futuro destes parasitas, mesmo sendo desenvolvidos novos produtos, ainda
ha riscos de geragdo de resisténcia (ANDREOTTI et al., 2011b).

No Brasil, o Rio Grande do Sul, em 1953, foi o primeiro estado a relatar casos de resisténcia
a quase todos os grupos quimicos de carrapaticidas, exceto a benzoilfenilureia (Fluazuron)

(CASTRO-JANER et al., 2010) e espinosinas (JONSSON et al., 2010).

1.5 Aditivos na produc¢io de ruminantes
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A criagdo de ruminantes no Brasil ¢ condicionada na maior parte pelas condigdes
extensivas, durante o ano todo. No periodo de seca, reduz a qualidade da forragem, aumentando a
parcela de produtores que adotam a producdo de silagem como estratégia de suplementagao
volumosa. O milho ¢ cada vez mais recomendado, entre as varias plantas que se prestam a produgao
de silagem, pela sua composi¢do bromatologica favoravel, de teor de MS entre 30 — 35 %, e no
minimo 3% de carboidratos soluveis na matéria original, baixo poder tampdo, adequada
fermentacdo microbiana no silo, além de boa aceitacdo por parte dos animais ¢ ganhos de peso
satisfatorios em confinamento (GOMES et al. 2002; OLIVEIRA et al. 2007)

O processo de ensilagem consiste em armazenar a forragem em ambiente anaerdbico, para
preservacdo através da fermentagdo com a presenga de acido lactico, tendo uma perda minima da
qualidade (PATRIZI et al., 2004). Nas ultimas décadas, intensificaram os esfor¢os para melhorar os
indices de produtividade e qualidade, e com isso, a adogdo de tecnologias torna-se essencial. Dentro
das possibilidades tecnologicas disponiveis para o produtor no intento de melhorar a qualidade do
alimento, eficiéncia alimentar e/ou ganho diario dos animais, os aditivos sdo alternativa para se
obter bons resultados (GOES et al., 2005).

O termo aditivo refere-se a toda substancia, microrganismo ou produto formulado,
adicionado intencionalmente a dieta dos animais, que ndo ¢ utilizado normalmente como
ingrediente, possua ou nao valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a
alimentacdo animal ou mesmo dos produtos de origem animal, e ainda, melhore o desempenho dos
animais sadios, atenda as necessidades nutricionais ou tenha efeito anticoccidiano (BRASIL, 1976).

Segundo a EFSA (Autoridade Europeia da Seguranga do Alimento, 2003) os extratos
vegetais sdo classificados como aditivos zootécnicos (melhoradores da digestibilidade — juntamente
com enzimas e acidos organicos; equilibradores de flora intestinal — probidticos, prebidticos,
simbioticos, acidos organicos, nutracéuticos; melhoradores de desempenho — antibidticos,
ionoforos, repartidores de nutrientes, hormdnios; botanicos — ervas, especiarias, extratos vegetais e
6leos essenciais) e aditivos anticoccidianos.

Segundo Oliveira et al. 2005, dentre os aditivos liberados e utilizados no Brasil para
ruminantes destacam-se os ionodforos, antibidticos nao iondforos, probidticos, prebidticos e
leveduras. Tamponantes, enzimas fibroliticas, 6leos essenciais, acidos graxos e organicos, bem
como, propolis e extratos de plantas vém sendo estudados como possiveis aditivos na alimentacao
animal.

Recentemente tem-se observado o aumento da preocupac¢dao dos consumidores sobre a
seguranca e a qualidade de produtos de origem animal. Em fung¢do disso, cada vez mais, tem-se

buscado aditivos naturais que visem aumento da produtividade animal, diminui¢do dos riscos de
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transferéncia de patdogenos zoonoticos, diminui¢do da carga antibidtica e limitacdo na excre¢ao de
poluentes (MORAIS et al., 2011).

Com isso, os metabodlitos especiais das plantas tornam-se alternativas naturais para
modificar a fermentagdo. Taninos e saponinas tém efeitos adversos sobre a populacdo microbiana e
satide animal e tem potencial para melhorar a fermentacdo ruminal. Pode ser fornecido diretamente
no alimento por extratos extraidos e adicionados a dieta dos bovinos (MORALIS et al., 2011).

Autores ressaltam que esses aditivos botanicos ou fitogénicos vém como mais uma
alternativa ao uso de antibidticos como promotores de crescimento, sendo importantes na
modulagdo da microbiota, estabelecendo uma populacdo de micro-organismos mais “saudaveis” em
detrimento de espécies mais nocivas (GAGGIA et al., 2010). No entanto, assim como nos demais

aditivos, os resultados obtidos com sua ado¢ao ainda sao contraditorios.

1.6 Espécies botanicas: aspectos relacionados a metabdlitos especiais e utilizacdo na producio
animal

O uso medicinal associado as plantas ¢ significativamente maior nos paises de terceiro
mundo, especialmente naqueles que possuem florestas tropicais extensas, como ¢ o caso da
biodiversidade da flora brasileira. Que se ressalta como uma fonte renovavel apropriada a produgao
de fitoterapicos como alternativa econdmica para o desenvolvimento sustentavel da regido, com
reais perspectivas de geracdo de agentes medicinais (FAZOLIN et al., 2006).

O conhecimento cultural popular tem sido uma importante fonte de inspiracdo dessas
investigacdes, segundo a Organizagdo Mundial da Saude - OMS, 2002 que reconhece o empirismo
como forma de desenvolvimento de novos produtos farmacologicos, tornando-o uma alternativa
promissora, a utilizagdo de agroquimicos existentes no mercado principalmente na produgdo
animal, no que diz respeito aos manejos sanitarios e nutricionais (BAKKALI et al., 2008).

Uma das caracteristicas dos seres vivos ¢ a presenca de atividade metabdlica. O
metabolismo nada mais ¢ do que o conjunto de reagdes quimicas que ocorrem no interior das
células. No caso das células vegetais, o metabolismo costuma ser dividido em primério e
secundario. Geralmente sdo mecanismos de defesas que se baseiam na liberacdo de compostos
quimicos, chamados de metabdlitos secundarios, que proporcionam diferentes agdes dependendo da
espécie e do composto produzido por ela (OLIVO et al., 2008).

Entende-se por metabolismo primdrio o conjunto de processos metabolicos que
desempenham uma func¢do essencial no vegetal, tais como a fotossintese, a respiracdo e o transporte

de solutos. Os compostos envolvidos no metabolismo primario possuem uma distribuicao universal
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nas plantas. Esse ¢ o caso dos aminodcidos, dos nucleotideos, dos lipidios, carboidratos e da
clorofila (BALANDRIN et al., 1985).

Embora o metabolismo secundario nem sempre seja necessario para que a planta complete
seu ciclo de vida, ele desempenha papel importante na interagdo das plantas contra a herbivoria,
ataque de patogenos, competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos como
polinizadores, dispersores de sementes € microrganismos simbioticos. Os principais fatores que
podem coordenar ou alterar a taxa de producdo de metabolitos secundarios sdo a sazonalidade,
ritmo circadiano, desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica, radiagdo ultravioleta,
nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica e indugdo por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos
(Figura 4) (GOBBO-NETO ¢ LOPES, 2007).

Estes metabolitos podem ser encontrados em todos os tecidos das plantas, incluindo folhas,
flores, frutos, raizes, rizomas, caules e sementes (FERREIRA ¢ AQUILA, 2000; BRAZ FILHO
2010). Além disso, sdo liberados por diversos caminhos e diferem de espécie para espécie, de planta

para planta, sendo influenciado também em sua concentracdo. (SARTOR et al., 2009)
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Figura 4- Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabolitos secundarios em plantas. Fonte: GOBBO-
NETO e LOPES, 2007.

A relativa facilidade de coleta, a condigdo ambiental favordvel para desenvolvimento
sustentavel, a biodiversidade estrutural de substincias organicas naturais e a possibilidade de
descoberta de principios ativos entre tais constituintes quimicos permitem diagnosticar e destacar as
plantas brasileiras como a principal fonte renovavel para o surgimento e desenvolvimento de novos
farmacos, além de outros produtos que podem ser utilizados para finalidades sociais adicionais

(BRAZ FILHO, 2010).
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Diversas plantas tropicais tém utilizagdo na medicina popular caseira e encontram-se
documentadas por dados etnobotanicos. A elucidagdao dos componentes ativos presentes nas plantas,
bem como seus mecanismos de ag¢do, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica
farmacéutica, bioquimica e a farmacologia (GEBHARDT, 2000).

Estes metabolitos secundarios ddao base ao novo grupo de aditivos fitogénicos,
provenientes principalmente de ervas, especiarias entre outras plantas de uso comum entre os seres
humanos, vem apresentando, resultados positivos na substitui¢do de antibioticos e acaricidas no
manejo nutricional e sanitirio (HASHEMI e DAVOODI, 2011). A produ¢ao de compostos
fendlicos, principalmente tanino pelas plantas como forma de prote¢do contra patdogenos, ¢ uma das
explicagdes para estas finalidades (EFRAIM et al., 2006).

Espécies frutiferas do cerrado tém grande potencial de uso agricola; o consumo in natura é
utilizado na producdao de sucos, licores, doces e sorvetes (SILVA et al., 2008). Mesmo com
substancias bioativas em pequenas quantidades tem propriedades funcionais (LIMA et al., 2002 e
2004). Estas substancias bioativas extraidas dos vegetais podem ter diversos efeitos nos organismos
dos animais, desde agdes antifingica, analgésica, anti-inflamatoria, bactericida, antimicrobiana,
acaricida e inseticida (MELO et al., 2008).

Atualmente, sdo conhecidos aproximadamente cem mil compostos naturais
ecoquimicamente ativos. Os 0Oleos essenciais (SCHWOB et al., 2004; PITAREVIC et al., 1984),
lactonas sesquiterpénicas (ZIDORN e STUPPNER, 2001; SCHMIDT et al., 1998), acidos fendlicos
(ZIDORN e STUPPNER, 2001; GRACE et al., 1998), flavonoides (BROOKS e FEENY, 2004),
cumarinas (WILT e MILLER, 1992), saponinas (NDAMBA et al., 1993), alcaloides (ELGORASHI
et al., 2002; ROCA-PEREZ et al., 2004), taninos ( SALMINEN et al., 2001), graxas epicuticulares (
FAINI e LABBE, 1999), iridoides (MENKOVIC et al., 2000), glucosinolatos(AGERBIRK et al.,
2001) e glicosideos cianogénicos (KAPLAN et al., 1983) sdo exemplos de alguns desses compostos
produzidos pelas plantas.

Para diminuir a presenca de residuos nos alimentos, no ambiente e a toxicidade ao homem
do campo, os metabdlitos secundarios tém sido utilizados como pesticidas ou modelos para
pesticidas sintéticos, como o toxafeno, as piretrinas, a nicotina e a rotenona, nas industrias agricolas
e pecuarias. Técnicas, nas quais se inclui o uso de plantas, tém sido empregadas por apresentarem
diferentes funcdes e mecanismos de acdo (CHAGAS et al., 2002). Estes produtos atendem as
exigeéncias de agéncias alimenticias de alguns paises.

Os fitoquimicos utilizados na alimentacao animal sdo divididos em quatro subclasses: 1)
ervas - produto da floragdo de plantas ndo anuais e ndo lenhosas; 2) botanicos - partes inteiras de
uma planta, por exemplo, raiz, folhas, cascas; 3) 6leos essenciais — obtidos por vaporizagdo ou

destilagdo; 4) oleorresinas - extratos com base em solventes nao aquosos (WINDISCH, 2008).
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A utilizacdo de extratos naturais na dieta animal depende de muitos fatores, tais como
espécie animal, idade e finalidade da produgdo, assim como fatores inerentes ao individuo como
estado nutricional, presenca de infec¢des, composicao da dieta e condigdes ambientais em que ele
se encontra (GIANNENAS et al., 2003).

O modo de agdo e a funcdo de cada extrato vegetal dependera do composto quimico
predominante e de sua concentragdo na composicao quimica da planta (BENCHAAR et al., 2008).
De modo geral, o fitogénico atua sobre o ecossistema da microflora intestinal, controlando
potenciais agentes patogénicos. Como o hospedeiro ndo precisa desviar nutrientes para que o
sistema imunoldgico atue na defesa do organismo contra agentes patogénicos, haverd maior
disponibilidade de nutrientes essenciais para a absorc¢do intestinal, promovendo maior desempenho
produtivo por parte do animal (WINDISCH, 2008; HASHEMI e DAVOODI, 2011).

Os terpenos sao feitos a partir do acido mevaldnico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-
fosfoglicerato (no cloroplasto). Os compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico ou acido
mevalonico. Por fim, os alcaloides s3o derivados de aminodcidos aromaticos (triptofano, tirosina),
os quais sao derivados do acido chiquimico, e também de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina)
(DZUBAK et al., 2006; SPARG et al., 2004).

Para Borges et al., (2011), as investigacdes sobre o uso de extratos vegetais e a utilizacao
da fitoterapia no campo da veterinaria tém se intensificado nas ultimas décadas, tanto no Brasil

quanto em outros paises.

1.6.1 Guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) (Sapotaceae)

Dentre as frutiferas nativas dos cerrados de Goids destacam-se as do género Pouteria e
pertencente a familia Sapotaceae que possui cerca de 325 espécies, e tem ampla distribui¢do nas
regides tropicais e subtropicais de todo o mundo (FERREIRA, 1975). A guapeva (Pouteria
gardneriana Radlk) ¢ encontrada principalmente em solos mais umidos, com distribui¢cdo na faixa
de separacdo cerrados-veredas, também distribuidas em matas de galeria, cerraddo e cerrado.
(RIBEIRO et al., 1992)

E uma espécie arborea, chegando na fase adulta com 20 a 30 metros de comprimento e 60
a 100cm de diametro. A producao por planta ¢ de 1000 a 3000 frutos, estes possuem de 4 a Scm de
comprimento, a cor da casca ¢ amarelada, quando maduro. As frutas nativas brasileiras,
especialmente as de ocorréncia na regido Centro-Oeste, podem ser utilizadas para o consumo in
natura ou para a producao de doces, geleias, sucos e licores, além de serem utilizadas com sucesso

na recuperagdo de areas desmatadas e degradadas, controle de erosdo e no plantio de areas de



36

protecdo ambiental, também tém sido utilizadas na constru¢do civil e medicina popular
(MONTEIRO et al., 2007) (figura 5).

O aumento do consumo de frutas deu-se principalmente em razdo de elas apresentarem
propriedades funcionais, atribuidas a presenca de substincias bioativas que, mesmo em pequenas
quantidades, podem apresentar efeitos fisiologicos adicionais, por meio de sua ag¢do antioxidante
(LIMA et al., 2002 e 2004; MELO et al., 2008). Atividades biologicas também sdo reportadas as
espécies desse género, tais como, o tratamento de hiperlipidemias e obesidade (SILVA et al., 2010)
e suas raizes sao empregadas para tratar verminoses, disenteria, dor e inflamagao (CONDESSA,
2011). Apresenta potencial anti-inflamatério e antinociceptivo (FONTES JUNIOR, 2009),
citotoxico (SILVA et al., 2009), antimicrobiano, antifungico (COSTA et al., 2003) e potencial
antioxidante e fotoprotetor (SILVA, 2007a).

Estas propriedades funcionais podem ser atribuidas pela presenca de compostos fendlicos
nas plantas e estdo relacionados, principalmente, com a protecdo, conferindo alta resisténcia a
microrganismos e pragas. Nos alimentos, estes compostos podem influenciar o valor nutricional e a
qualidade sensorial, conferindo atributos como cor, textura, amargor ¢ adstringéncia. Na maioria
dos vegetais, os compostos fenolicos constituem os antioxidantes mais abundantes (EVERETTE et
al., 2010).

Os compostos fendlicos sdo definidos como substincias que possuem um anel aromatico
com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal, englobando desde moléculas simples até outras com alto grau de
polimerizacdo, geralmente estdo associados ao mecanismo de adaptacdo e resisténcia da planta ao
meio ambiente (SOARES et al.,2010)

Um dos métodos de identificagdo ¢ o da vanilina que ¢ empregado com o objetivo de
detectar uma classe mais limitada de compostos fendlicos que apresentam ligagdo simples na
posicdo 2,3 e grupos hidroxila em posi¢des alternadas no anel A, embora possa detectar tanto
flavonoides monoméricos quanto poliméricos. Neste método, tanto as leucoantocianidinas
(catequinas) quanto as proantocianidinas (taninos condensados) reagem com a vanilina na presenca
de HCl para produzir um produto de condensagdo vermelho, que ¢ detectado
espectrofotometricamente (AGOSTINI-COSTA et al.,2003).

As frutas de espécies nativas do cerrado, analisadas pela primeira vez neste estudo,
apresentam elevados teores de compostos fendlicos totais e de taninos condensados, sendo que os
taninos condensados predominam nas espécies do género Anacardium e P. gardneriana (ROCHA
etal., 2011).

A diversidade de atividades reportada para as folhas de P. ramiflora pode estar ligada as

diferentes classes de metabdlitos secundarios. Para as espécies da familia Sapotaceae ¢ citada a
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ocorréncia de flavonoides e triterpenos. Especificamente, os flavonoides sdo apontados como
marcadores quimiotaxondmicos (miricitrina) para o género Pouteria, com maior frequéncia nas
folhas e os triterpenos, encontrados além das folhas, nos demais 6rgaos (SILVA et al., 2009).
Estudos fitoquimicos realizados com espécies da familia Sapotaceae tém revelado a ocorréncia de
flavonoides, terpenoides, compostos fenodlicos, alcaloides, benzenoides e fenilpropanoides
(MONTENEGRO et al., 2006).

Os flavonoides sdo apontados como os principais constituintes quimicos do género, em

conjunto com os terpenoides, principalmente para as folhas (SILVA et al., 2006).

Figura 5- Guapeva (Pouteria. gardneriana Radlk). Fonte: Ana Claudia Cardoso
Ataides.

1.6.2 Caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) (Anacardiaceae)

Dentre as espécies nativas do cerrado brasileiro, destaca-se o género Anacardium pela
importancia econdmica para regido em que se encontra. O cajuzinho (Anacardium othonianum
Rizz.) pertence a familia Anacardiaceae, tem porte arbéreo, com 3 a 4 metros de altura. E espécie
de ocorréncia em cerrado e cerradao, sendo mais tipica da primeira formacao (SILVA et al., 1994).
Os pseudofrutos maduros t€ém coloragdo variando do amarelado ao vermelho vivo e polpa branco
amarelada. Segundo Silva et al. (1994), as dimensdes dos pseudofrutos seriam 2 a 4 cm de
comprimento por 2 a 3 cm de didmetro, e os frutos tem peso entre 5 e 12 g (figura 6).

O comprimento médio das plantas ¢ o didmetro de sua copa estdo em torno de 3 a 4
metros. A planta tolera bem os periodos de secas e os solos pobres, com pH entre 4,5 a 6,5. As
folhas sdo elipticas, coriaceas, glabras, com base subcordata e peciolos medindo 4 mm a 8 mm. As
flores sdo reunidas em paniculas amplas, as bracteas sdo foliosas, pilosas e as pétalas estreitas,

alongadas e avermelhadas. As flores sdo hermafroditas e unissexuais (masculinas), sendo que as
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masculinas aparecem no inicio da floragdo, as hermafroditas no final e sdo polinizadas por abelhas e
vespas ocorrendo o florescimento entre junho e outubro (LIMA et al., 2002).

O aproveitamento alimentar do pseudofruto de A. othonianum Rizz. ¢ feito principalmente
na forma de polpa in natura ou em forma de suco, licor, doces, geleias, rapaduras, produtos
cristalizados e infusdes em aguardente. A castanha (fruto verdadeiro) torrada ¢ consumida com sal
ou na forma de pacoca doce ou salgada, tem alto teor de 6leo (LIMA et al., 2007). Ha grande
demanda dos frutos para comercializagdo e consumo in natura ou industrializados, sendo
aproveitados de varias formas diferentes (CORREA et al., 2008).

Também possuem propriedades terapéuticas, na medicina popular a planta ¢ usada nas
inflamacdes de garganta (casca), como purgante (raiz), como antidiarreico (folha), em calosidades,
verrugas, dor de dente e manchas de pele (resina), além da confec¢dao do gel dental com as cinzas
(POTT e POTT, 1994). Atividades medicinais foram reportadas em Anacardium humile e
Anacardium occidentale como, antidiabético (URZEDA et al., 2013), antitilceragénico (FERREIRA
et al., 2008) e antioxidantes (RAZALI et al., 2008).

Segundo Canuto et al., (2010), os pedunculos ou pseudofrutos das espécies de cajueiros
nativos do Cerrado (4. nanum e A. othonianum) apresentaram teores de compostos fenolicos e
taninos condensados, a relacdo entre compostos fendlicos totais e taninos condensados ¢ varidvel,
indicando que os compostos fenolicos se encontram predominantemente na forma de taninos
condensados que, provavelmente, estdo associados a adstringéncia dos frutos. Estes compostos
fenolicos geralmente estdo associados ao mecanismo de adaptagdo e resisténcia da planta ao meio

ambiente (ROCHA et al., 2011).

= A ea

Claudia Cardoso Ataides.
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1.6.3 Santa barbara (Melia azedarach L.) (Meliaceae)

Nativo da regido nordeste da India e da China, o género Melia, hoje se encontra distribuido
em quase todos os paises tropicais ¢ membro da familia Meliaceae, a espécie Melia azedarach L., é
conhecida popularmente como cinamomo, para-raios, lirio, lilds da India ou santa barbara é uma
arvore caducifdlia aclimatada em diversas regides e conhecida mundialmente. No Brasil, a planta
esta amplamente distribuida nas regides subtropicais (LORENZI, 2003) (Figura 7).

E uma arvore de porte médio e copa pouco irregular de 6m a 12m; algumas variedades
podem alcangar mais de 10m a 20m de comprimento médio, com folhas alternadas que sdo pinadas
com foliolos lanceolados, ficando com coloracdo verde vivo antes da queda. Suas flores sdo
pequenas, em grandes paniculas eretas e multifloras, cheirosas, de tonalidade violacea e de anteras
amarelas. Os frutos sdo drupas, caracteriza a espécie pela auséncia de folhas no periodo de
amadurecimento (SANTOS e TEIXEIRA, 2001; BRAGA, 1976). Cresce rapidamente, quer por
semente, quer por estaca.

Conforme Gajmer et al. (2002) esta espécie € portadora de substancias inseticidas e anti-
helminticas. As variedades toxicas tém propriedades inseticidas, sendo as folhas e frutos secos
usados para proteger roupas armazenadas. Possui também propriedades medicinais (MCGRAW et
al. 2000).

M. azedarach tem atividade medicinal e inseticida, atribuidas aos limonodides, piretrinas e
azadiractina (Meliaceae), que possui agdo antialimentar em insetos (HUANG et al., 1995).
Classificado como um dos compostos mais promissores extraidos de Azadirachta indica A. Juss e
M. azedarach. Os limonoides sdo tetranotriterpenoides que t€ém como precursor um triterpeno, que
perde quatro carbonos ao origina-lo (SIMOES et al., 2007). Estes compostos sdo capazes de inibir o
crescimento ou a alimentagdo de insetos (MATIAS et al., 2002).

As plantas que possuem limonoides tém, além da atividade inseticida, muitas outras
aplicagdes como antitumorais, antifiungicas, bactericidas, acaricidas e antivirais, sugerindo o papel
de defesa das plantas contra determinados microrganismos (CHAMPAGNE et al., 1992). Segundo
Matias et al. (2002), além dos limonoides, outras classes de metabdlitos (triterpenoides e esteroides,
alcaloides, proteinas, fendis e fitoesterdis) também estdo presentes nos o6rgaos de M. azedarach.

Em certas regides da india ¢ forragem comum dos bovinos, ovinos e caprinos, além de ser
utilizada como arvore de sombra ¢ usada frequentemente como medicinal, por ser possuidora de
inimeras propriedades. Diversas atividades sdo atribuidas a esta espécie, efeito alelopatico (TUR et
al., 2010), inseticida (BRUNHEROTTO e VENDRAMIM, 2001; LOVATTO et al., 2012),
toxicidade (PIRES JUNIOR et al., 2012), acaricida (BORGES et al., 2005; SOUSA et al., 2011)
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Figura 7- Santa Barbara (Melia azedarach L.). Fonte: Ana Claudia Cardoso
Ataides.

1.6.4 Nim (Azadirachta indica L.) (Meliaceae)

Originaria da Asia o Nim (4zadirachta indica A. Juss) é uma planta milenar nativa da
India, que hoje est4 presente em areas subtropicais e tropicais da Africa, da América e da Australia
(SCHMUTTERER,1990). Introduzida no Brasil a partir de 1993 quando os primeiros plantios, em
nivel experimental, foram estabelecidos na regido do cerrado do estado de Goias (NEVES, 2004).
Pertencente a familia Meliaceae, alcanga de 10m a 15m de comprimento médio e 2,5m de
circunferéncia (figura 8). Os galhos formam as copas de at¢ 10m de didmetro e seu tronco
geralmente é reto e curto, dotado de uma casca grossa e enrugada (SOARES et al., 2010). E capaz
de resistir a longos periodos secos e floresce, até mesmo, em solos pobres em nutrientes, porém, nao
suporta locais encharcados e salinos. O pH ideal do solo ¢ de 6,2 a 7,0 (SOARES et al., 2010).

As folhas, sempre abundantes, exceto em periodos de seca prolongado, sao verde-escuras,
compostas e imparipenadas com frequente aglomeracdo na extremidade dos ramos simples. As
flores sdo hermafroditas, possuem coloragdo branca e sdo aromaticas, estando reunidas em
inflorescéncias densas, bastante procuradas pelas abelhas que desempenham importante papel na
polinizagdo, se nao prejudicadas nessa atividade. O fruto ¢ uma baga ovalada, com 1,5 a 2,0cm de
comprimento ¢ quando maduro, apresenta polpa amarelada e casca branca, contendo 6leo marrom

no interior da semente (NEVES et. al., 2003).
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Atualmente, diversas pesquisas conduzidas em varias partes do mundo tentam estabelecer
os mecanismos de agdo de compostos obtidos a partir de Meliaceas, principalmente da espécie
Azadirachta indica, sobre os insetos. Os compostos presentes nos extratos do Nim exercem
atividade nos processos reprodutivos, comportamentais, alimentares e de crescimento dos
artropodes (SCHMUTTERER, 1990).

O potencial de aproveitamento do Nim ¢é bastante variado. A azadiractina, fundamental
principio ativo, encontrado em grande quantidade nos frutos ¢ em menores quantidades nas outras
partes das plantas pertencente a familia Meliaceae, tem sido aplicada no combate as pragas
agricolas, com possiveis aplicagdes na medicina e na industria de cosméticos. O Nim constitui
também uma excelente op¢do para o reflorestamento de areas degradadas, sua madeira ¢ uma
grande alternativa para a construcao civil (SALLES e RECH, 1999).

A azadiractina ¢ um limonoide de ocorréncia restrita em duas plantas, Azadirachta indica,
conhecida na India como Nim e Melia azedarach, também de origem asiatica, mas introduzida em
varios paises, inclusive o Brasil, em que ¢ conhecida como cinamomo ou santa barbara, além de
varias outras denominagdes vulgares. A azadiractina ¢ considerada como o mais recente inseticida
natural (KUSARI et al., 2012).

Os limonoides, substancias também conhecidas como meliacinas ou tetranortriterpenoides,
apresentam atividade contra insetos, principalmente na interven¢ao de seu crescimento por inibi¢ao
de sua alimentacdo, conhecida como atividade fagoinibidora, interfere nas glandulas enddcrinas que
controlam a metamorfose e impedem o desenvolvimento da ecdise (CORREA e VIEIRA, 2007).
Essa substancia também pode inibir a vitelogenina durante a ovogénese de artrépodes (JONSSON e
PIPER, 2007).

Além disso, os extratos de folhas e de sementes de nim e santa barbara possuem cerca de
quatro compostos ativos, dos quais azadiractina, salanina, meliantriol € nimbina sd3o os principais ¢
possuem comprovada acdo inseticida, antitumoral, citotoxica, antihelmintica e antiviral. As
salaninas sdo triterpenoides que tém sido descritas como compostos biologicamente ativos em
insetos, encontrados em plantas da familia Meliaceae, como A. indica e M. azedarach (KUSARI et
al., 2012).

Diversos autores relatam as atividades atribuidas a esta espécie, tanto uso de extratos /e ou
6leos essenciais de diferentes 6rgdos da planta, principalmente contra insetos e acaros (COSTA et
al., 2008; BROGLIO-MICHELETTTI et al., 2009, 2010; GIGLIOTI et al., 2011; SANTOS et al,,
2012; EMERENCIANO et al., 2013; ANDRADE et al., 2013).
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Figura 8- Nim (Azadirachta indica L.). Fonte: Ana Claudia Cardoso Ataides.

1.6.5 Capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) (Poaceae)

Nativo da India, o Cymbopogon citratus (DC) Stapf é uma planta herbacea, cespitosa e
perene, pertencente a familia Poaceae, que compreende aproximadamente 500 géneros e 8000
espécies de plantas (BARBOSA et al., 2008). E conhecido popularmente no Brasil como capim-
limao, capim-cidro, capim-cheiroso, capim-cidreira, capim-cidrao, citronela-de-java e erva-cidreira.

O capim-limao ¢ uma planta que tem de 1 a 2 m de comprimento, com caule ramificado a
partir da base, formando touceiras. As folhas sdo de um verde intenso na parte superior ¢ verde
claro na parte inferior, pecioladas, opostas, ovais, de margens crenadas e com nervuras salientes
(figura 9). As flores se formam nas axilas das folhas, sendo inicialmente brancas ou amareladas e,
quando adultas, permanecem brancas rosadas ou brancas manchadas de rosa. O fruto ¢ um aquénio
oblongo ou oval, castanho, liso e sem pelos. Quando ainda jovem, a planta toda libera um suave e
agradavel odor de limdo; quando esmagada, esse odor fica mais forte. O sabor ¢ adocicado e pouco
amargo. Entretanto, a planta idosa exala um odor que nao ¢ muito agradavel (PARIKH e DESAI,
2011).

A propagacdo desta espécie pode se da por sementes com posterior transplante, como
ocorre na India, local onde floresce durante os meses de novembro e dezembro. No Brasil, a sua
propagacao ¢ vegetativa, dando-se por meio da divisdo de touceiras nos meses de setembro a janeiro
(MARTINS et al., 1994). Recomenda-se que se faca o primeiro corte no sexto més apos o plantio,
com a frequéncia de trés cortes por ano. Além disso, os cortes devem ser feitos com 20 a 30cm
dependendo da espécie para se obter alto valor de matéria seca e rendimento em o6leo essencial

(CHOUDHURY e GHOSH 1995).
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E uma planta medicinal e aromatica, o 6leo essencial possui aroma forte e penetrante,
semelhante ao de limdo, ¢ largamente utilizado como agente aromatizante na induastria de
perfumaria e cosmética, na preparagdo de sabonetes, colonias e desodorantes, bem como na
industria quimica (SILVA, 2003). No Brasil ¢ utilizado como sedativo, sudorifero, carminativo,
febrifugo, diurético, antipirético e antirreumatico (BRAGA, 1976).

Por terem além do metabolismo primario, responsavel pela sintese de substancias
importantes para a realizagdo das funcdes vitais do vegetal, os chamados metabdlitos secundarios,
que realizam biossintese de estruturas complexas com atividades biologicas, como alcaloides,
terpenoides, derivados de fenilpropanoides, flavonoides, carotenoides, taninos, glicosinolatos,
pigmentos, ceras, Oleos, esterois e clorofila (TAIZ e ZEIGER, 2009), que ndo ¢ um metabolito
secundario, mas que sempre ¢ estudado juntamente com os pigmentos vegetais, sendo todos
chamados de compostos bioativos. Cada material vegetal contém variedade e quantidade de
compostos que fortalecem suas caracteristicas como medicinal, tais caracteristicas sdo verificadas
pelos teores de compostos bioativos, que sdo os principais responsaveis pelos efeitos terapéuticos
(SIMOES et al. 2007; PEREIRA e CARDOSO, 2012).

Sao obtidos os Oleos essenciais mirceno, geraniol e citral, este ultimo usado
industrialmente como flavorizante, além de ser matéria-prima na sintese de iononas e vitamina “A”
(SIMOES et al., 1998). O citral isolado tem atividade antiespasmédica e relaxante muscular, além
de apresentar atividade antibacteriana e fungicida.

Por causa do seu impacto econdmico, a maioria dos estudos fitoquimicos sao centradas nos
compostos volateis das folhas do capim-limao e apenas a composi¢do quimica do 6leo essencial &
bem conhecida (KASALI et al., 2001). No entanto, muitas das atividades terapéuticas sugeridas tem
sido atribuidas aos compostos fendlicos ndo volateis presentes nas folhas, que ganharam atencao
especialmente pelas suas atividades antioxidantes e de remocdo de radicais. Este fato tem
aumentado o interesse tanto académico quanto industrial nos compostos ndo volateis da planta
(FIGUEIRINHA et al., 2008; PALENZUELA et al., 2004).

Atualmente, detectou-se a presenca de grande variedade de componentes em suas folhas,
tais como os acidos fendlicos, alcaloides, alcoois, polifendis e mais importante, os flavonoides e
taninos, que podem ser responsaveis por algumas atividades terapéuticas, tais como atividade anti-
inflamatéria (FIGUEIRINHA et al., 2010; GARCIA et al., 2015). A atividade antibacteriana ¢
causada pela presenca de compostos com reconhecida agcdo como os terpenos, podendo ser
utilizados frente a linhagens Gram-positivas e Gram-negativas (LUCENA et al., 2015).

Além destas atividades, diversos autores relatam varios efeitos que podem ser relacionados
com a a¢do dos metabdlitos secundéarios do capim-limdo para controle de parasitoses bovinas,

principalmente sobre o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (HEIMERDINGER et al.,
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2006; SILVA et al, 2007b; CHAGAS et al., 2011). Ainda na produc¢do animal, podem ser
utilizados na alimentacao de ruminantes (ARAUJO, 2010).

Figura 9- Capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf). Fonte: Ana Claudia Cardoso Ataides.

1.6.6 Género Hyptis spp. (Laminaceae)

Laminaceae ¢ uma vasta familia com cerca de 300 géneros e 7500 espécies, distribuidas
desde o sul dos Estados Unidos, através da regidao do Caribe e América Central, até o sul da
Argentina (SOUZA e LORENZI, 2008). Muitas espécies de diferentes géneros da familia
Lamiaceae sdo importantes para extracdo de o6leos essenciais, entre estes destaca-se Hyptis spp.
tanto para uso cosmético, aromatico, caseiro tanto para chas, condimentos e/ou medicinal com as
mais diversas propriedades (FALCAO e MENEZES, 2003).

O género Hyptis Jacq. (Laminaceae) € composto por aproximadamente 580 espécies, sendo
elas subarbustos, arbustos ou raramente, pequenas arvore. Os caules geralmente sdo quadrangulares,
as folhas opostas, simples ou partidas, pecioladas, sésseis ou curtamente pedunculadas, contendo
substancias aromaticas (BORDIGNON, 1990). Muitas das especies deste género, possuem grande
importancia econdmica e etnofarmacolégica (FALCAO e MENEZES, 2003). Frequentemente
utilizadas para diversos fins medicinais, ndo s6 no Brasil (BARBOSA ¢ RAMOS, 1992), mas
também no México (FRAGOSO-SERRANO et al., 2005), China, India, oeste da Africa, Gana
(ASASE et al., 2005).

A acumulag¢dao de oleos essenciais em algumas espécies da familia Lamiaceae esta
associada com a presenga de estruturas secretoras altamente especializadas, conhecidas como

tricomas glandulares, presentes principalmente nas folhas e calices (CAVALCANTI, 1997).
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Dentre as espécies do género com propriedades medicinais destacam-se H. suaveolens e H.
albida, com propriedades antissépticas comprovadas; H. capitata, usada contra resfriados, febre e
asma; H. verticillata com propriedades anti-infecciosas, antihelmintica e expectorante; H. pectinata
com propriedades antibacteriana e antimicotica; H. mutabilis usada contra desordens
gastrointestinais e malaria (FALCAO e MENEZES, 2003). Além de serem utilizadas na medicina
tradicional, as plantas do género também apresentam intimeras atividades bioldgicas comprovadas
como, antifungica (OLIVEIRA et al., 2004); antiulcerogénica (BARBOSA ¢ RAMOS, 1992);
antibacteriana (SOUZA et al., 2003); antidepressiva (BUENO et al., 2006) e atividade larvicida
frente as larvas de Aedes aegypti (COSTA et al., 2005). As espécies, bamburral Hyptis suaveolens
(L) Poit, hortela-do-campo Hyptis marrubioides EPL. e sambacaitd Hyptis pectinata (L) Poit sdo

melhor descritas abaixo.

1.6.6.1 Bamburral (Hyptis suaveolens (L) Poit) (Laminaceae)

A Hyptis suaveolens (L.) Poit é conhecida no Brasil como bamburral (nordeste) e erva
canudo (sudeste e sul) e ¢ considerada invasora de lavouras de milho e de pastagens. Esta planta ¢
encontrada em locais onde os solos foram drasticamente alterados e estd amplamente distribuida nas
regides tropicais e subtropicais, sendo utilizada na medicina popular como carminativa e usada no
tratamento de disturbios gastrointestinais, entre outras varias propriedades. (MARTINS e POLO,
2009). Além de ser encontrada no Brasil, essa planta também ¢ citada em outros paises como a
Austréalia e ¢ considerada uma importante planta invasora, sendo alvo de programas de controle
bioldgico.

Como outras espécies da familia Lamiaceae, H. suaveolens ¢ uma planta semilenhosa, com
poucos ramos laterais, caule quadrangular e filotaxia oposta. A epiderme de todos os 6rgaos aéreos
apresenta alta densidade de tricomas glandulares (figura 10). Tais anexos epidérmicos armazenam
uma mistura de, principalmente, terpenoides no interior de uma cépsula situada no éapice da
estrutura. Esta mistura perfaz o o6leo essencial, cuja constituicdo vem sendo extensivamente
investigada. Este 6leo essencial tem sido avaliado quanto a sua ac¢ao antisséptica, anticarcinogénica,
antibacteriana, antifingica, acaricida contra o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(CASTRO et al., 2011), larvicida contra Aedes aegypti e nematicida (MARTINS e POLO, 2009).

Com relacdo aos aspectos quimicos, esta familia ¢ bem estudada. Com respeito ao
metabolismo especial, apresenta grande variedade de classes de micromoléculas, existindo
representantes da via do acido acético, da via do acido chiquimico e provenientes de biossintese

mista (FALCAO, MENEZES, 2003).
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A espécie Hyptis suaveolens (L.) Poit é altamente terapéutica. A utilizagdo dessa espécie
medicinal ¢ muito comum no Brasil, mas ha poucas informagdes sobre seu comportamento quando
submetidas as técnicas de produgdo agricola, visto que varios fatores podem afetar a produgdo de

biomassa e de produtos metabolitos dessas plantas (MAIA et al.,2008).
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1.6.6.2 Hortela-do-campo (Hyptis marrubioides EPL) (Laminaceae)

Hortela-do-campo como ¢ conhecida popularmente a espécie Hyptis marrubioides EPL.,
que ¢ pertencente a familia Lamiaceae, endémica da regido do Cerrado brasileiro, e o interesse
farmacologico tem aumentado, por ter elevado potencial devido aos seus constituintes bioativos
(figura 11) (RODRIGUES e CARVALHO, 2001). Possui varios efeitos bioldgicos, como atividades
bactericidas (KANG et al., 1992), anti-inflamatérias (SHIMIZU, 1990), antitumorais (ZHENG et
al., 1992). Sdo conhecidos também pelas propriedades antimicrobianas, inseticidas e citotoxicas
(JACOBSON et al., 1990; KUHNT et al., 1995).

Estas atividades estdo relacionadas com a presenga de compostos bioativos, o Hyptis
marrubioides EPL. por ser uma planta aromatica ¢ utilizada para produ¢do de 6leos essenciais. Os
componentes quimicos destes 6leos foram estudados por Sales et al., 2007, detectaram a presenga
de compostos volateis como cariofila-4(14),8(15) -dien-5B-ol, eudesma-4(15),7-dien-1B-ol, 6xido
de cariofileno e (j3)-cariofileno.

Observando as diferencas quantitativas ao longo das estacdes Botrel et al., 2010,
encontraram 0s monoterpenoides o-tujona e P-tujona como componentes majoritarios no 6leo
essencial. Os sesquiterpenoides oxigenados (cedrol e cariofilenol) e ndo oxigenados (a-copaeno, a-
cariofileno, germacreno D e cadaleno) foram encontrados em menores quantidades. A atividade

inseticida do 6leo essencial foi contatada por Mello et al., 2014.
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Figura 11- Hortela-do-campo (Hyptis marrubioides EPL.) Fonte: Ana Claudia Cardoso Ataides.

1.6.6.3 Sambacaita (Hyptis pectinata (L) Poit) (Laminaceae)

A espécie Hyptis pectinata ¢ popularmente conhecida como sambacaita ou canudinho,
como outras espécies do género, ¢ reconhecida como planta medicinal de grande importancia em
varias partes do mundo, inclusive no Brasil. Na Tanzania, as folhas sdo usadas contra tosse € como
cataplasma em furinculos, enquanto no oeste da India, as folhas sdo utilizadas na forma de cha,
para dores estomacais (figura 12) (BOALINO et al., 2003).

Formulagdes de H. pectinata sdo usadas na medicina popular como remédio doméstico de
multipla finalidade (FRAGOSO-SERRANO et al., 2005). No nordeste do Brasil a planta ¢
popularmente utilizada para diferentes enfermidades, tais como rinofaringites, desordens gastricas e
anti-inflamatorio. Pesquisas comprovaram efeitos antinociceptivos e antiedematogénico do extrato
aquoso de folhas, além da atividade antimicrobiana do 6leo essencial (ARRIGONI-BLANK et al.,
2010).

Estudos realizados com Hyptis pectinata na Costa do Marfim (Africa), mostraram o p-
cimeno (33,7%) e timol (26,0%) como componentes principais (SANTOS et al., 2008), enquanto
em espécimes colhidos no Ceard, os componentes majoritarios foram o b-pineno (8,16%), p-cimeno

(17,5%), b-cariofileno (21,5%) e espatulenol (15,0%) (ARRIGONI-BLANK et al., 2008).
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Figura 12- Sambacaita (Hyptis pectinata (L) Poit.). Fonte: Ana Claudia Cardoso Ataides
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2 OBJETIVO GERAL

Preparar, caracterizar e determinar a atividade bioldgica em producdo animal de extratos
aquosos e etanolicos, das espécies de capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), guapeva
(Pouteria gardneriana Radlk), caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa
barbara (Melia azedarach L.) e nim (Azadirachta indica L.), e de 6leos essenciais das espécies

Hyptis suaveolens (L.) Poit., Hyptis pectinata (L.) Poit. e Hyptis marrubioides EPL.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar, caracterizar e determinar a atividade acaricida de extratos aquosos e
etanodlicos, das espécies de capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), guapeva
(Pouteria gardneriana Radlk), caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum
Rizz), santa barbara (Melia azedarach L.) e nim (Azadirachta indica L.).

e Determinar a atividade acaricida das fracdes A, B e C dos extratos aquosos das
espécies capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), guapeva (Pouteria
gardneriana Radlk).

e Preparar e determinar a atividade acaricida de 6leos essenciais das espécies Hyptis
suaveolens (L.) Poit., Hyptis pectinata (L.) Poit. e Hyptis marrubioides EPL. para
que possam ser utilizados no controle de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

e Avaliar os efeitos bromatologicos da adicao de diferentes niveis de folhas das
espécies de capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), guapeva (Pouteria
gardneriana Radlk), caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz),
santa barbara (Melia azedarach L.) e nim (Azadirachta indica 1L.) como aditivos
botanicos em silagem de milho.
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3 CAPITULO I

Caracterizagdo fitoquimica de espécies botanicas com evidéncia acaricida sobre

Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

RESUMO

Em virtude da resisténcia e os danos causados pelos acaricidas comerciais, novos trabalhos
na area de produtos naturais vém sendo estudados. Percebe-se grandes chances de sucesso na
combinacdo do uso prudente e racional dos produtos vegetais disponiveis na vasta flora brasileira, o
que levaria a manutencdo de populagdes parasitarias abaixo do seu limiar econdmico com um
minimo impacto ambiental. Com isso, objetivou-se com este trabalho realizar a caracterizagao
fitoquimica e avaliar a eficacia dos extratos etandlicos e aquosos de guapeva (Pouteria gardneriana
Radlk), caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa barbara (Melia azedarach
L.), nim (Azadirachta indica L.) e capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), bem como as
fracdes dos extratos aquosos de guapeva e capim-limdo para que possam ser utilizados no controle
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Foram avaliados os seguintes parametros bioldgicos: peso
da fémea antes da postura, peso da massa de ovos, percentual de eclosdo de larvas, eficiéncia
reprodutiva, indice de produgdo de ovos. A partir desses valores foi calculado o percentual de
controle. Para as analises fitoquimicas, procedeu-se o preparo dos extratos vegetais, o
fracionamento dos extratos de guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) e capim-limao (Cymbopogon
citratus (DC) Stapf), a caracterizacao do perfil quimico por analises de cromatografia em coluna e
em camada delgada comparativa CCDC e cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE,
caracterizacdo de inibidores de acetilcolinesterase. Os resultados obtidos indicam que os extratos
das folhas de guapeva (Pouteria gardneriana Radlk), caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium
othonianum Rizz), santa barbara (Melia azedarach L.), nim (Azadirachta indica L.) e capim-limao
(Cymbopogon citratus (DC) Stapf), sdo potencialmente uteis para o controle de carrapatos

Rhipicephalus B. microplus, com destaque aos inibidores de acetilcolinesterase.

PALAVRAS-CHAVES: carrapatos, cromatografia, acetilcolinesterase, acaricidas vegetais.
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3.1 INTRODUCAO

Com coeficiente de producao estimado em 212,34 milhdes de cabegas de bovino no ano de
2014, distribuidas ao longo de 8 milhdes de quildmetros quadrados de terra (IBGE, 2014). Este
cenario da pecuaria nacional mudou, novos dados sobre as perdas de producdo pelos parasitas
foram atualizados a partir de muitas regides do pais.

Assim, a perda econOmica sobre o impacto do parasita Rhipicephalus (Boophilus)
microplus para as respectivas populacdes de gado que foram consideradas em risco, foi estimada
em USS 3,23 milhdes de dolares (GRISI et al., 2014).

E um ectoparasita hematofago originario da Asia, sendo bastante difundido no Brasil
(ANDREOTTT et al., 2011). Estas perdas econdmicas causadas na producdo animal, por este
ectoparasito, sdo através de processos como espoliacdo de sangue, transmissao de doengas, como ¢
o caso da tristeza parasitaria bovina causada pelo hemoprotozoario Babesia ssp. (MONTEIRO et
al., 2009; HIRATA et al., 2012).

O principal meio de controle do Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ por meio de
aplicacdo de acaricidas sintéticos, porém com a ma utilizagdo desses produtos, resultou em selecao
de populagdes de carrapatos resistentes (FURLONG et al., 2007; AMARAL et al., 2011ab).

Para controlar este problema o produtor rural faz uso de produtos quimicos convencionais a
base, principalmente, de piretroides, formamidinas, lactonas macrociclicas, tiazolidinas,
organofosforados e fenilureias. Essa estratégia, no entanto, nem sempre ¢ efetiva e sustentavel.
Geralmente as dosagens empregadas sdo maiores que as recomendadas, por problemas relacionados
a resisténcia, além da aplicagdo ndo seguir normas basicas de seguranca na aplicacdo de agrotoxicos
(ALVES et al.,2012).

Devido a resisténcia e os danos causados pelos acaricidas comerciais, novos trabalhos na
area de produtos naturais vém sendo estudados, entre eles o uso de produtos originados de plantas,
como extratos vegetais no controle de carrapatos bovinos.

As pesquisas com produtos naturais fazem parte de uma area em crescimento constante e de
extrema relevancia, com avanco significativo na descoberta de novos ativos que venham promover
uma formulacdo com base em tais produtos. Tais formulagdes necessitam destas metodologias para
garantir a descoberta de ativos naturais (NEWMAN e CRAGG, 2012). A comprovacao cientifica do
uso de fitoterapicos ¢ extremamente relevante e necessaria mediante a diversidade de plantas que os
biomas brasileiros possuem.

Objetivou-se com este estudo avaliar a atividade acaricida das espécies guapeva (Pouteria

gardneriana Radlk), caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa barbara
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(Melia azedarach L.), nim (Azadirachta indica L.) e capim-limdo (Cymbopogon citratus (DC)

Stapf) em fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bionanotecnologia (BINATE) e
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV) ambos no Instituto Federal Goiano — Campus
Rio Verde, (20° 45’ 53°° S; 51° 55° 53°” O, com altitude média de 748 m).

Preparo do material vegetal — extratos aquosos e etandlicos

Coleta e Secagem. Folhas de: guapeva (Pouteria gardneriana Radlk), caju-de-arvore-do-
cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa barbara (Melia azedarach L.), nim (Azadirachta
indica L.) e capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), foram coletados no parque do
[FGoiano Campus Rio Verde, GO. Este material foi seco em estufa com circulacdo de ar, a 45°C,
até atingir peso constante. Posteriormente, foram triturados em moinho de facas com peneira de
Smm. As exsicatas das espécies em estudo estdo depositadas no herbario do Instituto Federal
Goiano Campus Rio Verde (IFgoiano/Rio Verde) com os respectivos nimeros 149, 495, 330, 336 ¢
152.

Preparo dos extratos botinicos. Apds coleta das folhas realizada sempre nos horarios
matutinos antes das 09h, estes foram submetidos a secagem em estufa de circulagdo e renovagao de
ar a 45°C, até peso constante e em seguida procedeu-se a extragdo overnight, com agua e etanol.
Para a extracdo feita através de infusdo na primeira extragdo, os pos-finos foram pesados, para a
concentragdo de 10% (p/v). Agua em ebulicio foi adicionada aos pés-finos e deixado sob
maceracao por 24 horas. Apos este periodo os extratos foram filtrados e o filtrado submetido aos
ensaios acaricidas. Nas preparagdes de extratos aquosos para purificagao dos extratos, os pos-finos
foram submetidos a extragdo com agua em ebuli¢do e deixados sob maceragdo na propor¢ao de 200
g /L de agua. Depois de filtrados as biomassas umidas foram secas em estufa e armazenadas para
posterior extracdo com solventes de polaridades diferentes. Os filtrados foram liofilizados e
armazenados para ensaios de bioatividade e purificacdes.

Para obtencao do extrato etandlico foi utilizado o solvente etanol, utilizando as folhas secas
e trituradas pelo método de maceracdo. O material vegetal foi alocado em um recipiente de vidro,
juntamente com o solvente etanol (EtOH), agitando-se 2 vezes por dia, durante 3 dias. Em seguida,
foi filtrado e acrescentado mais solvente na biomassa repetindo o processo até que a coloragdo

permanecesse clara e translicida. Os filtrados foram levados para o rotaevaporador, obtendo-se os
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extratos brutos. A partir do extrato bruto foi feita as dilui¢cdes para se obter o extrato etanolico a 5%
para os bioensaios.

Fracionamento dos extratos de guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) e capim-limao
(Cymbopogon citratus (DC) Stapf). Extratos aquosos de guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) e
capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) foram fracionados por cromatografia e as fragdes
submetidas a teste de bioatividade.

Parte do extrato aquoso liofilizado das folhas (10 g) foi dissolvido em 20 mL de acetona:
H>O(1:3). O extrato diluido foi entdo fracionado através de cromatografia em coluna, por exclusao
molecular, utilizando Sephadex® LH-20 (100g) como fase estacionaria, em coluna de Scm de
didmetro e 25cm de altura e (Acetona:H>O), como fase mdvel. Apos fracionamento, as fragoes
foram reunidas segundo este perfil e concentradas em rotaevaporador, resultando em trés fragoes do
extrato bruto de folhas, que foram colocadas em rotaevaporador para evaporagdo do solvente,
obtendo Fracdo A (5,080g), Fracdo B (1,526g) e Fragao C (3,363g). Todas as fragdes foram
caracterizadas fitoquimicamente através de CCDC, em placas de silica gel (10 x 20 cm ou 5 x 10
cm Sixso0F®), com fases moveis Hexano:AcOEt (7:3), Cloroformio:Metanol (9:1) e BAW (n-
butanol:acido acético:dgua, 4:1:5; fase superior) e também foram utilizadas em ensaios

biodirecionados, na concentragdo de 2,5% (p/v).

Caracterizac¢ao do perfil quimico e teste de bioatividade

Testou-se, em laboratorio, a bioatividade dos extratos vegetais em fémeas ingurgitadas de R.
(B.) microplus. As teledginas coletadas foram distribuidas em grupos, fazendo-se a sele¢do baseada
na, motilidade, integridade fisica e ingurgitamento. As teledginas foram submetidas ao banho de
imersdo, das solugdes (extratos vegetais). Foram avaliados os seguintes parametros bioldgicos: peso
inicial, peso da postura, percentual de eclosdo (%EC), indice de produgdo de ovos (IPO), eficiéncia
reprodutiva (RE), percentual de controle (%C).

Coleta e Armazenamento das Teleéginas. As fémeas ingurgitadas do R. (B.) microplus,
foram coletadas manualmente, de bovinos mesticos (Holandé€s x Zebu) naturalmente infestados. Em
diversas propriedades rurais do municipio de Rio Verde — Goias, Urutai — GO e Morrinhos — GO.
Foi realizada a triagem das teledginas, verificando mobilidade, ingurgitamento, agilidade e/ou
presenca de traumatismos. Em seguida, foram lavadas com agua destilada e dgua sanitaria 0,01%,
secas em folhas de papel germitest para absorcdo do liquido e acondicionadas em camara
climatizada com temperatura de 27+1°C e umidade de 804+10%, por 24 horas.

Teste in vitro com Teleéginas de R. (B.) microplus. Para a avaliagdo da eficacia dos
extratos sobre as fémeas ingurgitadas foram realizados testes de imersdo preconizados por

DRUMMOND et al. (1973) e BENNETT (1974). Fémeas ingurgitadas foram pesadas e separadas
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em grupos com pesos homogéneos de 10 teledginas e imersas nas solu¢des previamente preparadas.
Apo6s cinco minutos, foram retiradas, secas e acondicionadas em placas de Petri de 12 c¢cm de
diametro para dar continuidade no acompanhamento da biologia da fase nao parasitaria destes
carrapatos. Sendo que foram avaliados os seguintes paradmetros bioldgicos:

Peso inicial: peso da fémea ingurgitada (peso da teledgina);

Peso da postura: peso total da massa de ovos de cada fémea;

Percentual de eclosao (% EC): estimativa visual de larvas eclodidas em relagdo a massa de
ovos de cada fémea;

indice de producio de ovos (IPO): o indice sera obtido de acordo com a equagio proposta
por BENNETT (1974). IPO = massa de ovos x100/ peso inicial. O IPO avalia quanto do sangue
ingerido sera convertido em ovos;

Eficiéncia reprodutiva (RE) — obtida pela formula: (Peso da postura/Peso inicial) x %EC x
20.000 (DRUMMOND et al., 1973);

Percentual de controle (%C): foi obtido segundo a formula de DRUMMOND et al.
(1973): % C = (RE grupo controle — RE grupo tratado) /RE grupo controle x 100. Este indice avalia
a eficdcia dos tratamentos.

Os tratamentos consistiram em extratos aquosos na concentragdo de 10% (p/v) e etandlico
na concentragao de 5% (p/v), das espécies, guapeva (Pouteria gardneriana Radlk), caju-de-arvore-
do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa barbara (Melia azedarach L.), nim (Azadirachta
indica L.) e capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), mais o controle (teledginas em agua
destilada). E das fragdes A, B e C das espécies guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) e capim-
limdo (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), mais o controle (teleéginas em agua destilada). O
experimento foi implantado com 10 fémeas distribuidas em placas de petri para cada uma das trés
repeticoes dos tratamentos, em delineamento inteiramente ao acaso.

Os grupos experimentais foram mantidos em camara climatizada (27£1°C e 80+10% UR).
As massas de ovos de cada fémea foram acondicionadas individualmente em seringas de 10ml
devidamente identificadas, com a parte distal cortada, vedadas com algodao hidréfilo e mantidas em
camara climatizada nas mesmas condi¢des de temperatura citadas anteriormente.

Os dados foram analisados através do programa estatistico R, para o experimento - extratos
etanolicos e aquosos foram 11 tratamentos, com 3 repeticdes por tratamento. Para experimento
realizado com as fragdes foram 9 tratamentos, com 3 repetigdes por tratamento. Variaveis em
porcentagem foram transformadas e analisadas. As médias dos diferentes parametros foram
comparadas por teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (p<0,05), por ndo constatar normalidade

nos dados.
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Teste de inibidores de acetilcolinesterase (Bioautografia). Este teste se baseia na
clivagem pela acetilcolinesterase do 1- acetato de naftila, para formar o 1-naftol, que reage com o
sal Fast Blue B, para dar a coloragdo purpura de diazonio (Fig. 13). E um método que oferece
rapido acesso a informagdes sobre a atividade e a localizagdo da atividade relacionada a planta, pois
os constituintes separados podem ser diretamente detectados nas placas de CCD, uma vez que as
regides da placa que contém inibidores da acetilcolinesterase aparecem como marcas brancas no
fundo parpura (MARSTON et al., 2002).Neste, foram utilizadas as seguintes amostras: Extratos
brutos etanolico das folhas de cada espécie; Extrato bruto aquoso das folhas de guapeva (Pouteria

gardneriana Radlk) e capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) e suas fragdes A, B e C.

0-COCH, OH
/\‘)\ Acetylcholinesterase
| > +  CH;COOH
N &
Naphthyl o-Naphthol
acetate
H;CO,
NE;Q \ p o / KJEN 2CI
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OH H3CO, v QH
$Paae PV
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OCH,

Azo dye (purple)

Figura 13. Reacdo da acetilcolinesterase com o acetato de naftila e a subsequente formacao da
coloragdo purpura no ensaio de TLC. (MARSTON et al., 2002).

Anadlises por CCDC e CLAE foram realizadas para caracterizagdo do perfil quimico dos
constituintes nos extratos e fragdes das amostras. Utilizou-se S0mg de amostra dos extratos brutos
etanolico das folhas das cinco espécies; extrato bruto aquoso das folhas de guapeva (Pouteria
gardneriana Radlk) e capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) e suas fracoes A, B e C
foram solubilizadas em ImL de metanol, para monitoramento das amostras, foram aplicadas em
placas de CCDC (10 x 10 cm oulO x 20 cm, Si2s0F®) com fases moéveis: Hexano:AcOEt (7:3),
Cloroférmio:Metanol (9:1) e BAW (n-butanol:acido acético:agua, 4:1:5; fase superior) e foram
visualizadas por lampadas de UV (254 e 365 nm) e reveladas através de reagdes com vanilina
sulfurica e NP (difenilboriloxietilamina 1,0% em metanol, p/v).

Estas amostras também foram analisadas por CLAE nas seguintes condigdes: Os extratos
etanolicos e aquosos e fracdes foram filtrados em membranas 0,45 pm antes das andlises em CLAE
comparativa. O sistema de cromatografia liquida foi Shimadzu®, com detector DAD modelo SPD-

M20A e coluna LC18 (25cm x 4,6mm, 5 um, Supelcosil®). A fase movel foi composta por mistura
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de: (A) dgua/acido acético (0,1%; v/v) e (B) MeOH, com fluxo de 1,0 mL min™!. A elui¢io foi de 10
a 66% B (0-32min), 66 a 10% B (32-35min) e 10% B por 5 mim, com volume de inje¢cdo de 20
puL.O perfil quimico cromatografico foi monitorado a A=254nm.

A caracterizagdo de inibidores de acetilcolinesterase foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por MARSTON et al. (2002), utilizando Acetilcolinesterase (500 U)
dissolvida em 75mL de tampao Tris-HCI 0,05 M (pH 7.8), sendo adicionado albumina de soro
bovina (BSA) (75 mg) a solugdo para estabilizacdo da enzima (solugdo ja preparada).

As amostras preparadas anteriormente (50mg/mL) dos extratos brutos etanolico das folhas
das cinco espécies; extrato bruto aquoso das folhas de guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) e
capim limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) e suas fragdes A, B e C foram aplicadas (15 pL) em
placas de CCDC (10 x 20 cm ou 5 x 10 cm, Si25oF®) eluidas com fases mdveis: Hexano:AcOEt
(7:3), Cloroformio:Metanol (9:1) e BAW (n-butanol:acido acético:agua, 4:1:5; fase superior).

Apos a secagem das placas eluidas, elas foram borrifadas com a solucdo estoque da enzima e
secas novamente, seguindo-se a incuba¢do, em que as placas foram mantidas em camara
climatizada a 37 °C por 20 minutos, para estabilizagdo da enzima. Para a deteccdo da enzima,
solucoes de 1-acetato de naftila (25 mg) em etanol (10 mL) (A) e de sal Fast Blue B (100 mg) em
agua destilada (40 mL) (B), foram utilizadas (solugdes ja preparadas). Logo ap6s a incubagdo, 1 mL
da solugdo A e 4 mL da solucdo B foram misturadas e borrifadas na placa, observando-se os halos
(brancos) de inibicao ap6s algum tempo.

Extracio de acetilcolinesterase (AChE) do carrapato bovino. Um dos métodos utilizados
para detec¢do e monitoramento da resisténcia de insetos a pesticidas ¢ o bioquimico que permiti
determinar a atividade de enzimas destoxificadoras de pesticidas presentes em individuos das
populagdes testadas, podendo ser identificado o mecanismo enzimatico de resisténcia, em que
existem trés grupos principais de enzimas destoxificadoras atuando no organismo: as
monoxigenases dependentes do citocromo P450, as esterases e as glutationa-S-transferases
(RIBEIRO et al., 2007).

Estudo realizado por GUERRERO et al. (2002) utilizando populacdes mexicanas do
carrapato Boophilus microplus fizeram a diagnose de resisténcia de pela expressao e atividade de
uma enzima da familia das esterases que tém a capacidade de hidrolisar varios compostos toxicos.

Um novo método de extragdo de acetilcolinesterase, por sonicagdo, a partir de cérebro do
carrapato B. microplus, possibilita um diagnostico mais eficiente e rapido para detectar resisténcia a
pesticidas em populagdes dessa espécie. Por meio da determinacdao da atividade enzimatica da
acetilcolinesterase, podem-se discriminar individuos resistentes, particularmente ao grupo dos
organofosforados. Tal método estd sendo usado pelo USDA para monitoramento e detec¢do de

possiveis populacdes resistentes na fronteira entre os EUA e o México (PRUETT e POUND, 2006).
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Este método foi adaptado e utilizado para extracdo da AChE por requerer um nimero menor de
carrapatos e utiliza¢ao de qualquer estadio de desenvolvimento do acaro.

Machos de R. (B.) microplus foram coletados, lavados em agua destilada para eliminar
qualquer contaminante. Para extracdo da enzima acetilcolinesterase foi utilizado como solvente a
solucao tampao Tris-HCI 0,05 M (pH 7.8), sob maceragdo. Apds filtragem em algodao hidroéfilo, foi
centrifugado (UNIVERSAL 320/320 R Hettich Zentrifugen) a — 4°C e 9000 rpm por cinco minutos,
para separagao dos solidos e armazenado a — 4°C até aplicacdo nas placas cromatograficas.

As amostras preparadas anteriormente (50mg/mL) dos extratos brutos etanolico das folhas
das cinco espécies; extrato bruto aquoso das folhas de guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) e
capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) e suas fracdes A, B e C foram aplicadas (15 pL)
em placas de CCDC (5 x 10 cm, Si2soF®) e eluidas com fases méveis: Cloroformio:Metanol (9:1) e
BAW (n-butanol:acido acético:agua, 4:1:5; fase superior). Apds a secagem das placas eluidas, elas
foram borrifadas com a solucdo estoque da enzima e secas novamente, seguindo-se a incubagao, em
que as placas foram mantidas em camara climatizada a 37 °C por 20 minutos, para estabilizagdo da
enzima. Para a detec¢ao da enzima, solucdes de 1-acetato de naftila (25 mg) em etanol (10 mL) (A)
e de sal Fast Blue B (100 mg) em 4gua destilada (40 mL) (B), foram utilizadas (solugdes ja
preparadas). Logo apos a incubacdo, 1 mL da solucdo A e 4 mL da solu¢do B foram misturadas e

borrifadas na placa, observando-se os halos (brancos) de inibi¢ao apds algum tempo).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Bioatividade dos extratos aquosos e etanolicos. Todas as fémeas ingurgitadas utilizadas
nesse experimento tinham um peso padrdo entre 197,3 e 213,8 mg antes da postura. Com isso 0s
resultados do teste de imersdo usando os extratos aquosos das espécies em estudo sdo descritos na
tabela 2. A eficacia dos extratos aquosos e etandlicos contra fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
Boophilus microplus foi avaliada por determinacdo da porcentagem de mortalidade de fémeas
ingurgitadas, eficiéncia reprodutiva, indice de producao de ovos e percentual de controle.

O peso médio da massa de ovos foi significativo (p<0,05) em relacao ao valor encontrado
para o controle. O indice de producdo de ovos obtido no teste de imersdo de fémeas ingurgitadas
variou de 55,3 a 48,6% sendo registrado o menor valor para a espécie Anacardium othonianum
Rizz.

Segue na Tabela 2, os dados da eficiéncia reprodutiva das fémeas tratadas com o extrato
aquoso, obtidos através do calculo de Drummond et al., (1973), A média do percentual de eclosdo
do grupo controle foi de 54,7% estatisticamente iguais aos valores encontrados para os grupos
53,5% (Al), 65,4% (CC) e 62,6% (PG) extrato aquoso, sendo significativo (p>0,05) quando
comparados aos grupos tratados com extrato aquoso de 33,3% (AO), 74,0% (MA).O percentual de
controle dos tratamentos com extrato aquoso foram 42,8% (AO), -2,3% (Al), -19,8% (CC), -44,6%
(MA) e -12,2% (PG).

Tabela 2: Peso das fémeas antes da postura, peso da massa de ovos, percentual de eclosdo, eficiéncia
reprodutiva e indice de producdo de ovos (IPO) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
Boophilus microplus tratados com extrato aquoso das espécies de Anacardium othonianum
Rizz. (AO); Azadirachta indica L. (Al); Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC); Melia
azedarach L. (MA); Pouteria gardneriana Radlk. (PG) na concentracdo de 10%, Rio
Verde — GO, 2015.

"~ Pesodafémeaantes  Pesodamassade  Percemtualde  ‘Eficiéncia PO

da postura (mg) ovos (mg) eclosdo (%) Reprodutiva (%)
Controle 205,(4;3:)34,5 106,(2335:)41,4 54,7(‘;?):)28,0 565756.6 51,7
AO 201,(23(ﬂ):)30,4 100,?"20;;:32,5 33,5(*’;;:)28,5 323341.9 48,6
Al 200,(233:)34,5 108,%‘;‘10;:27,3 53,5;;5:)28,1 5785701 54,0
cC 201,(533:)36,4 104,3;';;;:35,4 65,4‘;;‘;:29,3 677604.2 51,7
MA 200,(133:)37,6 1 10,6b€dﬂ(:§>§30 74,0(";3:)22,0 818153.8 55,3
PG 197,(%3:)35,7 100,(();d0ﬂ):29,0 62,62?;):23,8 6345612 50,7

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis
(p<0.05). () — Tamanho da amostra. (Valores da média &+ desvio padrdo). + - Calculado segundo Drummond et al.
(1973). *- Calculado segundo Bennett et al. (1974).
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As porcentagens de mortalidade causada nas fémeas ingurgitadas tratadas com os extratos
aquosos variaram de 0,0 a 10% e para os extratos etandlicos foram de 20% para Anacardium
othonianum Rizz. e 46,7% para Azadirachta indica L. tabela (3)

A porcentagem de mortalidade causada pelo extrato etandlico das espécies variaram de 16,7
a 46,7% sendo a maior taxa Azadirachta indica L (Al). Os resultados dos tratamentos utilizando
extratos etanolicos sdo referidos na tabela 4. Entre os extratos etandlicos a propriedade de inibi¢ao
da reproducdao de fémeas de Rhipicephalus Boophilus microplus foi expressa pelo extrato de
Pouteria gardneriana Radlk. (PG), seguida pelas espécies Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC);
Melia azedarach L. (MA); Anacardium othonianum Rizz. (AO) e Azadirachta indica L. (Al).

Tabela 3: Taxa de mortalidade de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus Boophilus microplus tratados
com extrato etanodlico e aquosos das espécies de Anacardium othonianum Rizz. (AO);
Azadirachta indica L. (Al); Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC); Melia azedarach L.
(MA); Pouteria gardneriana Radlk. (PG) Rio Verde — GO, 2015.

Mortalidade
(%0)
Extrato Aquoso (10%) Extrato Etanolico (5%)
AO 10 20
Al 0 46,7
CC 0,33 26,7
MA 0 36,7
PG 0 16,7

Tabela 4: Peso das fémeas antes da postura, peso da massa de ovos, percentual de eclosdo, eficiéncia
reprodutiva e indice de producdo de ovos (IPO) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
Boophilus microplus tratados com extrato etanolico das espécies de Anacardium
othonianum Rizz. (AO); Azadirachta indica L. (Al); Cymbopogon citratus (DC) Stapf.
(CC); Melia azedarach L. (MA); Pouteria gardneriana Radlk. (PG) na concentracao de 5%,
Rio Verde — GO, 2015.

Peso da fémea [, .o Percentual de +Eficiéncia *IPO
antes da de ovos (mg) cclosdo (%) Reprodutiva (%)

postura (mg)
Controle 205,(4;(_4)334,5 106,(2;(;_;41,4 54,7(23)28,0 565756,6 51,7
A 206,(933:)26,5 59,42“26:):18,6 3,5b(e2§)10,6 20204,5 28,7
cc 209,(2; (;:)26,0 57,1*;;6;):25,9 7,2bzd22i)15’1 39080,2 27,2
PG 213,(%3:)30,6 45,9(";;28,5 1a4zc2d;)[3’8 5837,8 21,5

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis
(p<0.05). () — Tamanho da amostra . (Valores da média + desvio padrdo). + - Calculado segundo Drummond et al.
(1973). *- Calculado segundo Bennett et al. (1974).
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Quanto a porcentagem de eclosdo, a inibi¢ao foi reduzida quando utilizado extrato etanolico
das espécies (PG), (Al), (AO), (CC) e (MA), tendo os valores de 1,4 a 12,5%. Para o percentual de
controle dos tratamentos com extratos etanolicos teve os seguintes valores 96,4% (AO), 96,0%
(AD), 93,1% (CC), 87,8% (MA) e 99,0% (PG). Estudo semelhante por (BROGLIO-MICHELETTI
et al. 2009) com extrato alcoolico de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC) na concentragdo de
2% mostrou eficacia de 18,35%, contrastando com resultado obtido no presente estudo o valor
encontrado de eficacia de 93,7% superior ao referido estudo. Além disso, houve reducao
significativa na producao de ovos em carrapatos tratados com extratos etandlicos, refletindo o efeito
nas fémeas sobreviventes que foram ineficazes para produzir ovos viadveis.

Espécies da familia Meliaceae produzem fitoderivados, que inclui 4. indica (nim) e M.
azedarach (santa barbara) que tem como composto principal a Azadiractina. Estudos sobre controle
de insetos usando este produto demonstraram o seu efeito sobre a oviposicao e fecundidade dos
individuos expostos nas espécies, com consequente interferéncia na reproducao (ISMAN, 1997;
COPPING e MENN, 2000; VIEGAS JUNIOR, 2003; BARRETO et al., 2006; BUSS ¢ PARK-
BROWN, 2006).

Em carrapatos, o hormdnio da muda (ecdisterdides) desempenha um papel na regulagdo da
funcdo da glandula salivar, producdo de feromonios, e oogénese e oviposi¢cdo (REES, 2004). Este
hormodnio também desencadeia vitelogénese (SANKHON et al., 1999). Estudos realizados por Silva
et al. (2007) avaliaram a eficacia de extratos de A. indica do fruto maduro e imaturo em larvas e
fémeas adultas de R. (Boophilus microplus) mostraram alta taxa de mortalidade de larvas, no
entanto, ndo para fémeas adultas, causando na segunda parcial ou total inibicdo da produgdo de
ovos e da sua embriogénese.

Friesen e Kaufman (2003) relataram a inibi¢ao de vitelogénese e desenvolvimento de ovos
em A. haebraeum por cipermetrina e atribuiu a causa como a inibicdo de libertagdo de 20-
hidroxiecdisona pelo inseticida. E também possivel que a substincia ativa pode interferir com a
producdo de inibidores de auto oxidag¢do de lipidios insaturados da éarea porosa da cera do ovo
dessecando-a, causando assim ao ovo a morte do embrido (RAVINDRAN et al., 2011).

A forma como os extratos de guapeva (Pouteria gardneriana Radlk.) e caju-de-arvore-do-
cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) interferiram nos pardmetros bioldgicos do Rhipicephalus
Boophilus microplus até o momento ndo haviam sido relatados, sendo estes resultados importantes
para acrescentar informagdes para o conhecimento de possiveis formas de controle destes
artropodes. Os resultados obtidos para os extratos das espécies possuem toxicidade e podem
revelar-se promissores acaricidas a base de plantas.

Os resultados obtidos indicam que os extratos possuem toxicidade para Rhipicephalus

Boophilus microplus podendo revelar-se promissores acaricidas a base de plantas.
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Bioatividade das Fracées dos extratos de guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) e
capim limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf). Os valores referentes ao peso das fémeas antes
da postura variaram entre 217,4 ¢ 142,2mg. O peso da massa dos ovos foram estatisticamente
semelhantes (p>0,05) ao controle (70,3mg) e entre os extratos brutos de guapeva (PGEB) (64,6mg),
capim-limao (CCEB) (53,0mg), e suas fracdes PGFA (70,7mg), PGFB (48,5mg), PGFC (50,6mg),
CCFA (52,1mg), CCFB (53,Img) e CCFC (54,7mg), sendo o menor valor para o grupo de fémeas
tratadas com a fracdo B da guapeva (PGFB). Os percentuais de eclosdao dos grupos tratados
variaram entre 2,9 ¢ 19,6%, enquanto o valor obtido para o controle que foi de 27,8%, entretanto,
ndo foi constatado diferencas significativas (p>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5: Peso das fémeas antes da postura, peso da massa de ovos, percentual de eclosao, indice de
produg¢do de ovos (IPO), reproducdo estimada e percentual de controle (%C) de
Rhipicephalus Boophilus microplus tratados com extrato bruto, fracdo A, B ¢ C das
espécies de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC) e Pouteria gardneriana Radlk. (PG)
concentracdo de 2,5%(p/v), em condigdes de laboratorio a 27+1°C e UR>80%, Rio Verde
- GO, 2015.

Peso da fémea

e Tl Tt WOt

postura (mg)
Controle 217{3%)26’8 70’3(21;;)33’3 27’%3)39’1 32,33 179734,40 i
CCEB 148&)20’4 53’022;[13’2 6’523)15’4 35,62 4606830 7437
CCFA 150&23)20’1 52’12;12’8 12’0:;;)21’5 34,52 82730,69 53,97
CCFB 151&23)16’5 53’12(19;[16’5 18’7z;$32’4 35,15 13124843 26,98
CCFC 2096;3)29’6 54’7?;9?28’7 ! lg(bl 3)29’5 26,17 6162594 65,71
PGEB 13 gg&o,g 64’63(1)20530’8 19’6:;;)34’5 29,95 117651,63 34,54
PGFA 21583;’2’9 70’7:2;)32’7 18’8:;;)32’5 32,77 12319625 31,46
PGFB 14253)25 >3 48’5((;;)1 L9 7’22;14’7 34,12 49413,75 72,51
PGFC P 36;3)17’4 > 0’6(0;1 Oi)l L9 2’92 (;6’0 33,05 1927934 8927

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis
(p<0.05). () — Tamanho da amostra. (Valores da média + desvio padrdo). *- Calculado segundo BENNETT et al. 1974.
+ - Calculado segundo Drummond et al. (1973).

Observou-se que a fracdo C do capim-limao (CCFC) levou a redu¢do do indice de producao

de ovos (IPO), com valor menor que os demais tratamentos (Tabela 5).

Ainda na tabela 5, a eficiéncia reprodutiva dos grupos de fémeas tratadas com o extrato

bruto e as fracdes das espécies em estudo tiveram redugdo em relagdo ao controle, sendo que os
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valores menores foram encontrados para as fragdes B e C da guapeva e do extrato bruto e a fragao C
do capim-limao.

Quanto ao percentual de controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus B. microplus, a
fracdo C da guapeva PGFC teve o maior percentual de 89,27%, seguido do extrato bruto do capim-
limdo CCEB 74,37%, da fracdo B da guapeva PGEB 72,51, da fracdo C do capim-limao CCFC
65,71%, da fracdo A do capim-limdao CCFA 53,97%, do extrato bruto da guapeva PGEB 34,54%,
da fragdo A da guapeva PGFA 31,46%, e da fracdo B do capim-limdo CCFB 26,98% (tabela 5).

Trabalhando com extratos etanodlico € aquoso na concentragdo de 2%, e com a fracdo C de
manjeroninha do campo (Glechon spathulata Benth.) sobre teledginas de Rhipicephalus B.
microplus (BUZATTI et al., 2011) observaram que os metabolitos interferiram nos aspectos
reprodutivos dos acaros, por terem apresentado diferengas na eclodibilidade dos ovos, ja a fragdo C
nao apresentou atividade carrapaticida in vitro.

Tais comportamentos dos resultados podem ser devido ao estagio de desenvolvimento da
planta, que também determina alteragdes em sua constituicdo quimica (BRUNHEROTTO e
VENDRAMINI, 2001). Determinados mecanismos de agdo de algumas substancias somente sdao
ativos quando ha ingestao das mesmas pelos carrapatos, tornando a metodologia in vitro inadequada

para avaliacdo destas substancias (CHAGAS et al., 2011).

Caracterizacio do perfil quimico e teste de bioatividade

Os extratos vegetais sdo constituidos por substancias de diferentes classes de produtos
naturais e fung¢des quimicas. A caracterizagdo quimica destas substincias pode ser realizada
utilizando de diferentes estratégias e metodologias. Neste estudo os extratos foram obtidos
utilizando de solventes polares como etanol e dgua. Portanto, as substancias polares ¢ de pesos
moleculares elevados quantitativamente sdo as extraidas principalmente nestes tipos de solventes.
Para caracterizar estes extratos sdo necessarias técnicas cromatograficas e espectroscopicas, bem
como reacdes quimicas e enzimaticas.

Nas Figuras 14 a 19, apresentam o perfil quimico por CCDC. Nas Figuras 14A, 14B e 18A
ndo foi visualizado substancias eluidas com Hexano:AcOEt(7:3) confirmando que nos extratos
polares ndo houve extracdo de substancias apolares. Nas Figuras 15A, 15B, 16A, 16B, 17A, 17B,
18B, 18C e 19(A-B) verificou-se a presenca de varias substancias, as quais apresentou absor¢ao sob
a luz UV 254nm (15A e 16A) e UV 365nm (Fig. 15B e 16B), bem como halos brancos indicativos
de inibi¢ao de acetilcolinesterase (Fig. 18B, 18C e 19A-B). Ao aplicar vanilina sulfurica nas placas
cromatograficas com as fragdes de extratos brutos aquosos das folhas de guapeva (Pouteria

gardneriana Radlk) e capim-limdo (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) verificou-se que varias
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substancias apresentaram reagdes de coloracdo indicativas de taninos (vermelha), flavonoides

(amarelo) e terpenos (azul) (Fig. 17A e 17B).

Figura 14. CCDC de extrato etandlico das espécies de Azadirachta indica (Al)(1); Melia azedarach (MA)(2);
Anacardium othonianum (AO)(3); Pouteria gardneriana (PG)(4); Cymbopogon citratus (CC)(5); extratos aquosos, das
espécies de Pouteria gardneriana. (PG)(6) fragdo A (7), B(8) e C(9) e Cymbopogon citratus (CC)(10) fragdo A (11),
B(12) e C(13). Fase Movel: Hexano:AcOEt (7:3); Revelador: A — UV 254 nm; B — UV 365 nm.

6 1 8 9 10 11 12 13

5

Figura 15. CCDC de extrato etanolico das espécies de Azadirachta indica (Al)(1); Melia azedarach (MA)(2);
Anacardium othonianum (AO)(3); Pouteria gardneriana (PG)(4); Cymbopogon citratus (CC)(5); extratos aquosos, das
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espécies de Pouteria gardneriana. (PG)(6) fracdo A (7), B(8) e C(9) e Cymbopogon citratus (CC)(10) fragdo A (11),
B(12) e C(13). Fase Movel:CHCl3:MeOH (9:1); Revelador: A — UV 254 nm; B — UV 365 nm.

Figura 16. CCDC de extrato etanolico das espécies de Azadirachta indica (Al)(1); Melia azedarach (MA)(2);
Anacardium othonianum (AO)(3); Pouteria gardneriana (PG)(4); Cymbopogon citratus (CC)(5); extratos aquosos, das
espécies de Pouteria gardneriana. (PG)(6) fracdo A (7), B(8) e C(9) e Cymbopogon citratus (CC)(10) fragdo A (11),
B(12) e C(13). Fase Movel: BAW; Revelador: A — UV 254 nm; B — UV 365 nm.

| e
Figura 17. CCDC das fragdes A, B e C obtidas dos extratos aquosos das espécies de Pouteria gardneriana (PG) e
Cymbopogon citratus (CC). Fase Movel: BAW; Revelador: Vanilina sulfurica. A — PG FA(1), FB (2-3) e FC (4-5); B—
CC FA(1), FB (2-3) e FC (4-5).
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Figura 18. CCDC de extrato etandlico das espécies de Azadirachta indica (Al)(1); Melia azedarach (MA)(2);
Anacardium othonianum (AO)(3); Pouteria gardneriana (PG)(4); Cymbopogon citratus (CC)(5); extratos aquosos, das
espécies de Pouteria gardneriana. (PG)(6) fracdo A (7), B(8) e C(9) e Cymbopogon citratus (CC)(10) fragdo A (11),
B(12) e C(13). Fases Moveis: A- Hexano:AcOEt (7:3), B — CHCl;:MeOH (9:1) e C — BAW; Revelador:
AChE/Naftila/Sal Fast Blue B.

Nos extratos etandlicos verificou a presenga de inibidores de acetilcolinesterase, porém nos
extratos de Anacardium othonianum Rizz. (AO); Pouteria gardneriana Radlk. (PG) e Cymbopogon
citratus (DC) Stapf. (CC) os halos brancos foram mais acentuados. As substancias inibidoras de
AChE estio presentes nas fragdes B e C dos extratos aquosos purificados de Pouteria gardneriana
Radlk. (PG) e Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC). A figura 19 apresenta os resultados das
reagoes enzimaticas de AChE extraidas de carrapatos e confirma a presenca de substancias
inibidoras nas fracdes B e C de Pouteria gardneriana Radlk. (PG) e Cymbopogon citratus (DC)
Stapf. (CC).
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Figura 19. CCDC de extrato etandlico das espécies de Azadirachta indica (Al)(1); Melia azedarach (MA)(2);
Anacardium othonianum (AO)(3); Pouteria gardneriana (PG)(4); Cymbopogon citratus (CC)(5); extratos aquosos, das
espécies de Pouteria gardneriana. (PG)(6) fragio A (7), B(8) e C(9) e Cymbopogon citratus (CC)(10) fragdo A (11),
B(12) e C(13). Fases Moveis: A — CHCl;:MeOH (9:1) e B — BAW; Revelador: AChE extraida carrapato/Naftila/Sal
Fast Blue B.

O NP (difenilboriloxietilamina) ¢ um reagente especifico para compostos fenoélicos, pois
reage com estes formando complexos derivados fluorescentes. Este revelador € muito utilizado pela
sua sensibilidade e especificidade. Quando visualizado sob luz ultravioleta nos comprimentos de
ondas 365nm as coloragdes azul indicam a presenga de Acidos carboxilicos, fendlicos e cumarinas,
azul-verde (cumarinas), cinza (Taninos), esverdeada (Taninos complexos), laranja (flavona e
flavonol), verde escuro (glicosideos de flavonas), alaranjada ou amarela (glicosideos de flavonol),
(WAGNER e BLADT, 1996). Na figura 20, mostra a reagdo de NP com constituintes dos extratos
etanolicos e aquosos, bem como das fragdes. Todos os extratos etanolicos e aquosos apresentaram
coloracdes indicativas de flavonoides. Na fracdo C de Pouteria gardneriana (PG) e as fragdes B e C
de Cymbopogon citratus (CC) apresentaram substancias reveladas com NP com coloragdes

amarelas e laranja.
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Figura 20. CCDC de extrato etandlico das espécies de Azadirachta indica (Al)(1); Melia azedarach (MA)(2);
Anacardium othonianum (AO)(3); Pouteria gardneriana (PG)(4); Cymbopogon citratus (CC)(5); extratos aquosos, das
espécies de Pouteria gardneriana. (PG)(6) fracdo A (7), B(8) e C(9) e Cymbopogon citratus (CC)(10) fragdo A (11),
B(12) e C(13). Fase Movel: BAW; Revelador:NP (A - luz visivel, B—1luz UV 254 nm e C — luz UV 365 nm).

A anélise por CLAE confirmou a presenca de varios constituintes quimicos nos extratos
brutos etandlicos (Figuras 21 a 27), respaldando a presenca de grupos fenolicos, especificamente
flavonoides. A técnica de modificacao continua dos solventes da fase movel (dgua acidificada:
metanol) no sistema gradiente proposto mostrou eficiéncia durante a corrida cromatografica em
relacdo a separacdo das amostras, principalmente para separa¢do de misturas complexas de
constituintes nos extratos com diferentes polaridades em que a afinidade de uma classe de
constituintes quimicos pela fase estaciondria e consequentemente, seu tempo de retencao na coluna,
foi controlado pela polaridade da fase movel. Os cromatogramas e espectros de substancias padroes
(kaempferol-3-rutinosideo, rutina, miricetina, acido galico e 4cido ferulico) permitiram avaliar e

caracterizar os perfis quimicos das amostras (Fig. 27 a 32).
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Figura 21. Cromatograma e espectros no UV do extrato etandlico de Pouteria gardneriana Radlk.
(PG).
No extrato etandlico de Pouteria gardneriana hia um predominio de substincias
caracteristicas de flavonoides, como verificado nos espectros no UV entre 23 e 29 min. Os
espectros de UV apresentam absorgoes em torno de 255 nm (Banda II) e 354 nm (Banda I)

indicativo de flavonoides com posigdes 5,7-hidroxilados e posicdo 3-OH substituido,
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respectivamente (MARKHAM, 1982). Estes flavonoides sdo derivados glicosilados de kaempferol
ou quercetina.
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Figura 22. Cromatograma e espectros no UV do extrato etanolico de Anacardium othonianum
Rizz. (AO).

Entre os tempos de retengdo de 6 a 23 min verificou a presenga de varias substincias

fendlicas e apds 23 min predomina flavonoides de acordo com os espectros no UV.
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Figura 23. Cromatograma e espectros no UV do extrato etanolico de Melia azedarach L. (MA).

Os constituintes majoritarios no extrato etandlico de Melia azedarach L. (MA) também
apresentam perfis de flavonoides. Kumazawa et al (2013) descreveu o isolamento de trés
flavonoides glicosilados de folhas de Melia azedarach: rutina (quercetina 3-O-rutinosideo),
kaempferol 3-O-robinobiosideo e kaempferol 3-O-rutinosideo. Comparando as Figuras 23 e 29

verificamos que a substancia com tempo de retengdao em 26,4 min ¢ a rutina presente neste extrato.
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Figura 24. Cromatograma e espectros no UV do extrato etanolico de Azadirachta indica L. (Al).

Kitdamrongtham et al. (2014) descreve a presenca de flavonoides prenilados em extratos de
flores e Manosroi et al. (2014) identificou catequina e epicatequina em casca do caule de
Azadirachta indica L. Portanto, ao analisar os espectros das principais substancias identificadas no
cromatograma acima (Fig. 24) verifica-se a presen¢a de pelo menos 4 flavonoides.

No extrato etanolico de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC) predomina varias
substancias demonstradas no cromatograma da Figura 25, e evidenciados pelos espectros no UV

caracteristicos de derivados do acido fertlico (Fig. 32) e de flavonoides.
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Figura 26B. Cromatograma da fracdo A do extrato aquoso de Pouteria gardneriana Radlk. (PG).
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Figura 26C. Cromatograma da fracdo B do extrato aquoso de Pouteria gardneriana Radlk. (PG).
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Figura 26D. Cromatograma da fracdo C do extrato aquoso de Pouteria gardneriana Radlk.

25

T
5

T
%0

(PG).

mAU
EEEE]
4250

4000

3750

w250
3000
50

2500

2000
1750
1500
1250
1000
730
500
250

o

120

T
200

T
30

Figura 26E. Espectro no UV do pico em 25,2 min da fragao C do extrato aquoso de Pouteria
gardneriana Radlk. (PG).

700
6304
500

550+

450
400-]
350+

3007

-50-|

-1004]

mAL
- AT A (T
5

a

a0

Figura 27A.

25

Croma

a 75 125 1 75 s a2 mn

tograma do extrato aquoso Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC).



&9

mau
-pArEES T i T
2004 r—

70
0]
650 -
0]
30 —E
0

450 |

A
2865
13526
14302
14 940
18.116
[EETH
21187
1865

Pssat

T
an 25 50 7 109 125 150 75 00 ns %0 s 30 325

350 75 min

Figura 27B. Cromatograma da fracdo A do extrato aquoso Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC).

A
JprrasE ST [1.00) =] =
] g =
5 5
&
2
3
2
E
]
A
2
o
-
5
NNE
o 5
o £
3
I
= = 52
2  3EE & = & g8 a8
5 kel g = =
o Bn= o A S o —an., |
ag 25 50 75 1040 125 150 175 no s 2350 w5 300 325 350 75 min

Figura 27C. Cromatograma da fracdo B do extrato aquoso Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC).

mAU
‘o Tt e [T 0]

4000 4] o

3t
at

ECE
3500 -
o]
2750 -

2500

27454

p— g

250

2000 ]
1750

1500

136
(10302
M2 832

T T T
a0 25 50

Figura 27D. Cromatograma da fracao C do extrato aquo

T T T T T T T T T T
100 125 150 175 200 o3 30 s 30 k-5

%0 35 min

so Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC).



-Farssr TSt A (100

R

TRTEToT

348

200.0 =250 250.0 275,

Figura 28. Cromatograma e espectro no

DUV de k

300.0 3250 350.0 3750

aempferol-3-rutinosideo (29,0 min) (Padréo).”ﬂ

90



91

B i
= 3
i 5
it
i
-
i
.
o
o
e
i
-
s
. I
5
ot )
= 2 7 = - - = = 2 - .. -
o [rEETE
oy N
2l
y
o
]
ERS
i
rsn
-
-
1200 -.H‘"‘x\
o :
Ro
G
(-2
s = P s P P P P -

Figura 29. Cromatograma e espectro no UV de rutina (26,4 min) (Padrao).



e P [T

Taesa 19|

My
TEETTH

209

200.0 250 250.0 2750 300.0 3250 350.0 3750

Figura 30. Cromatograma e espectro no UV de 4cido galico (6,3 min) (Padrao).



93

A T

TRoGa62|

T
00

8

bo 484

216

323

200.0

Figura 31. Cromatograma e espectro no UV de écido fe

=250

250.0

2750

300.0

3250

Tu

alico (22,6 min) (P

3750

adrao).



94

T2l T

TRETOT

N

T T T T T T
200.0 225.0 250.0 275.0 200.0 325.0

Figura 32. Cromatograma e espectro no UV de miricetina (28,3

min) (Padrao).



95

3.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que os extratos das folhas de guapeva (Pouteria gardneriana
Radlk), caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa barbara (Melia azedarach
L)), nim (Azadirachta indica L.) e capim-limdo (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), sdo
potencialmente Tteis para o controle de carrapatos Rhipicephalus B. microplus, com destaque aos

inibidores de acetilcolinesterase.
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4 CAPITULO 1T
Atividade acaricida do 6leo essencial de Hyptis suaveolens (L.) Poit., Hyptis pectinata (L.) Poit. e

Hyptis marrubioides EPL. no controle de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

RESUMO

O uso de oleos essenciais e a aplicagdo de métodos cientificamente comprovados, no
controle de carrapatos, dependem fundamentalmente do desenvolvimento de protocolos eficientes e
competitivos. O controle deste ectoparasita ¢ normalmente realizado pelo uso de acaricidas
sintéticos, a maioria deles produtos comerciais, que cada vez mais tem reduzido a eficiéncia devido
ao desenvolvimento de estirpes resistentes, causadas por anos de uso indiscriminado, sem critérios
técnicos adequados. Visando determinar tecnologias para a sua producdo, tornando possivel o
fornecimento de um produto natural, renovavel e biodegraddvel para ser incluido no processo de
criacdo de gado dos agropecuaristas, despontando como alternativa rentavel. Objetivou-se com este
estudo avaliar a atividade acaricida do 6leo essencial das espécies bamburral (Hyptis suaveolens (L)
Poit), hortela-do-campo (Hyptis marrubioides EPL) e sambacaita (Hyptis pectinata (L) Poit) em
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Foram avaliados os seguintes
parametros bioldgicos: peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos, percentual de
eclosdo de larvas, eficiéncia reprodutiva, indice de producdo de ovos. A partir desses valores foi
calculado o percentual de controle. O 6leo essencial das espécies de bamburral (Hyptis suaveolens
(L) Poit), hortela-do-campo (Hyptis marrubioides EPL) e sambacaita (Hyptis pectinata (L) Poit)

teve controle parcial em fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus Boophilus microplus.

PALAVRAS-CHAVES: carrapatos, metabolitos secundarios, controle estratégico, acaricidas

botanicos.
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4.1 INTRODUCAO

A pecuaria brasileira conta com rebanho estimado em 212.343.932 de cabegas de bovino no
ano de 2014 (IBGE, 2014), sendo 20% com finalidade de producao leiteira e 80% para corte. A
producdo atende as demandas internas e externas; entretanto, do ponto de vista zootécnico estes
dados poderiam ser maiores, se as limitagdes nos niveis de produtividade no pais ndo estivessem
abaixo da sua real potencialidade. Um dos principais entraves para a pecudria brasileira sdo as
perdas econdmicas ocasionadas pelo carrapato Rhipicephalus  (Boophilus) microplus
(CANESTRINI, 1887), um ectoparasita hematdéfago que infesta principalmente bovinos
(CONSTANTINOIU, 2010).

Estas perdas causadas por este ectoparasita sdo relacionados a baixa conversao alimentar,
perda de peso cronica, reducdo da qualidade do couro, lesdes na pele que favorecem
desenvolvimento de miiases, anemia, vetor de patégenos causadores de doencas como a TPB
(Tristeza parasitaria bovina) e gastos monetarios com métodos de controle. Estimavas recente
calculam que os prejuizos causados por carrapatos em bovinos podem chegar a US$ 3.236.35 de
dolares ao ano, somente no Brasil (GRISI et al. 2014).

O controle deste ectoparasita ¢ normalmente realizado pelo uso de acaricidas sintéticos, mas
a maioria deles produtos comerciais, ficando cada vez mais complicado, em fun¢do da baixa
eficiéncia por causa do desenvolvimento de estirpes resistentes, causadas por anos de uso
indiscriminado, sem critérios técnicos adequados (FURLONG et al. 2007, AMARAL et al. 2011).

No entanto, em decorréncia desta procura por alternativas de controle promissoras o uso de
extratos vegetais de plantas biocidas ¢ utilizado como uma estratégia, visando o aproveitamento
racional do seu potencial fitoterdpico (MONTENEGRO et al., 2006). A producao de metabolitos
especiais pelas plantas para defesa de invasores torna-se importante fonte de medicamentos, nos
ultimos anos, a investigacdo da atividade acaricida de 6leos essenciais tem intensificado (RIBEIRO
etal 2010; CLEMENTE et al 2010; PIRALI-KHEIRABADI ¢ SILVA 2010; GAZIM et al. 2011).

As espécies do género Hyptis sp.(Laminaceae) tradicionalmente usadas como anestésico,
antiespasmodica, agente anti-inflamatorio, ¢ pode induzir o aborto em alta dosagem (SALES et al.,
2007; ARRIGONI-BLANK et al., 2008; MARTINS e POLO, 2009; BOTREL et al. 2010).

Visando determinar tecnologias para a sua produgdo, tornando possivel o fornecimento de
um produto natural, renovavel e biodegraddvel para ser incluido no processo de criagdo de gado dos
agropecuaristas, despontando como uma alternativa rentavel. Objetivou-se com este estudo avaliar a
atividade acaricida do dleo essencial das espécies bamburral (Hyptis suaveolens (L) Poit), hortela-
do-campo (Hyptis marrubioides EPL) e sambacaitd (Hyptis pectinata (L) Poit) em fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Bionanotecnologia (BINATE) e Laboratorio
de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV) ambos no Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde,
(20°45° 53’ S; 51° 55” 53°° O, com altitude média de 748 m).

Coleta e Secagem

Folhas de: Hyptis suaveolens (L.) Poit., Hyptis pectinata (L.) Poit. e Hyptis marrubioides
EPL. foram coletadas no Horto de Plantas Nativas do [FGoiano Campus Rio Verde, GO. Este
material serd seco em estufa com circulagdo de ar, a 34,7+1,5 °C, até atingir peso constante.
Posteriormente, triturado em moinho de facas. Obtendo os pos finos. As exsicatas das espécies em
estudo estdo depositadas no herbario do Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde (IFGoiano/Rio

Verde) com os respectivos numeros 477, 492 e 476.

Preparo do dleo essencial

A extragdo do o6leo essencial foi realizada usando um aparelho Clevenger modificado
adaptado a um baldo de 3L pelo método de hidrodestilacdo, por arraste com vapor d’agua. No balao
foi colocada a amostra juntamente com 1 L de agua destilada. Foram utilizadas aproximadamente
100 g de fitomassa seca e/ou in natura. O tempo de extragdo foi de 1 hora. Coletou-se o hidrolato,
que em seguida foi centrifugado em centrifuga (UNIVERSAL 320/320 R Hettich Zentrifugen) a
5°C e 9000 rpm por cinco minutos. Retirou se o 6leo essencial com auxilio de uma micropipeta,
acondicionando em um frasco de vidro ambar envolto com papel aluminio, mantendo-o sobre
refrigeracao.

Posteriormente, o 6leo essencial foi diluido em 4gua destilada + 3% TWEN 80®, nas
concentracoes 0,5, 1 e 2% para determinar qual tem maior atividade acaricida em relacdo ao

carrapato.

Teste de bioatividade

As fémeas ingurgitadas do R. (B.) microplus, foram coletadas manualmente, de bovinos
mesticos (Holandés x Zebu) naturalmente infestados. Em diversas propriedades rurais do municipio
de Rio Verde — Goias, Urutai — GO e Morrinhos — GO. Foi realizada a triagem das teledginas,
verificando- se mobilidade, ingurgitamento, agilidade e/ou presenca de traumatismos. Em seguida,

foram lavadas com 4gua destilada e 4gua sanitaria 0,01%, secas em folhas de papel germitest para
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absorcdo do liquido e acondicionadas em camara climatizada com temperatura de 27+1°C e

umidade de 80+10%, por 24 horas.

Teste in vitro com Teledginas de R. (B.) microplus

Para a avaliagdo da eficdcia dos extratos sobre as fémeas ingurgitadas foram realizados
testes de imersdo preconizados por DRUMMOND et al. (1973) e BENNETT (1974). Fémeas
ingurgitadas foram pesadas e separadas em grupos com pesos homogéneos de 10 teledginas e
imersas nas solucdes previamente preparadas. Apos cinco minutos, foram retiradas, secas e
acondicionadas em placas de Petri de 12 cm de didmetro para dar continuidade no acompanhamento
da biologia da fase ndo parasitaria destes carrapatos. Sendo que foram avaliados os seguintes
parametros biologicos:
Peso inicial: peso da fémea ingurgitada (peso da teledgina);
Peso da postura: peso total da massa de ovos de cada fémea;
Percentual de eclosdo (% EC): estimativa visual de larvas eclodidas em relacdo a massa de ovos
de cada fémea;
indice de producio de ovos (IPO): o indice sera obtido de acordo com a equagdo proposta por
BENNETT (1974). IPO = massa de ovos x100/ peso inicial. O [PO avalia quanto do sangue
ingerido sera convertido em ovos;
Eficiéncia reprodutiva (RE) — obtida pela formula: (Peso da postura/Peso inicial) x %EC x 20.000
(DRUMMOND et al., 1973);
Percentual de controle (%C): foi obtido segundo a formula de DRUMMOND et al. (1973): % C =
(RE grupo controle — RE grupo tratado) /RE grupo controle x 100. Este indice avalia a eficacia dos
tratamentos.

Os tratamentos consistiram 6leo essencial das espécies bamburral (Hyptis suaveolens (L)
Poit), hortela-do-campo (Hyptis marrubioides EPL) e sambacaita (Hyptis pectinata (L) Poit) em
trés concentracdes 0,5, 1 e 2% (v/v), mais o controle (dgua destilada + 3% TWEN 80%,). O
experimento foi implantado com 10 fémeas distribuidas em placas de petri para cada uma das trés
repeticoes dos tratamentos, em delineamento inteiramente ao acaso.

Os grupos experimentais foram mantidos em camara climatizada (27£1°C e 80+10% UR).
As massas de ovos de cada fémea foram acondicionadas individualmente em seringas de 10ml
devidamente identificadas, com a parte distal cortada, vedadas com algodao hidréfilo e mantidas em
camara climatizada nas mesmas condi¢des de temperatura citadas anteriormente.

Os dados foram analisados através programa estatistico R, contendo 10 tratamentos, com 3

repeticdes por tratamento. Varidveis em porcentagem foram transformadas e analisadas. As médias
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dos diferentes parametros foram comparadas por teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (p<0,05),

por nao constatar normalidade nos dados.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos parametros avaliados no teste de imersdo usando os dleos essenciais das
espécies em estudo sdo descritos na tabela (6). O peso padrdo das fémeas utilizadas neste
experimento foi entre 267,57 a 273,50mg. Para o peso da massa de ovos os valores foram entre
32,33 a 76,96mg, e os valores do percentual de eclosao de 0,28 a 3,74% nao diferiram

estatisticamente (p<0,05).

Tabela 6: Peso das fémeas antes da postura, peso da massa de ovos e percentual de eclosdo de
Rhipicephalus Boophilus microplus tratados com oOleos essenciais das espécies de
bamburral (Hyptis suaveolens (L) Poit) (HS), hortela-do-campo (Hyptis marrubioides
EPL) (HM) e sambacaita (Hyptis pectinata (L) Poit) (HP) nas concentracdes de 0,5, 1 e
2%, Rio Verde — GO, 2015.

Concentragao Peso da fémea antes da Peso da massa de Percentual de

(%) postura (mg) ovos (mg) eclosdo (%)

Controle 271,53+29,62 62,00+£37,73%¢ 1,06+3,17°
(30) (25) (25)

HS 0.5 267,57+26,47 66,54+30,83% 1,50+4,36*
’ (30) (26) (26)

HS 1 270,20+28,26 32,33+31,29°¢ 1,614+5,22°
(30) (27) (27)

HS ) 268,87+27,61 68,20+28,32 1,0943,54°
(30) (25) (25)

273,20+23,35 63,52+30,76° 3,74+10,07*
HM 0.5 (30) 23) (23)

M 1 272,104+27,99 76,96+30,76? 1,65+4,96*
(30) (27) (27)

oM ) 270,17+28,09 55,12+36,11° 0,58+1,28?
(30) (25) (25)

P 0.5 269,77+23,52 69,92+29,05% 0,28+1,30°
’ (30) (25) (25)

P 1 273,504+30,44 60,55+35,85%¢ 0,50+2,13°
(30) (22) (22)

P ) 272,03+26,13 70,27+32,91%° 0,41+1,14°
(30) (22) (22)

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis
(p<0.05). () — Tamanho da amostra. (Valores da média + desvio padrao).

A eficacia dos 6leos essenciais contra fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus Boophilus
microplus foi avaliada por determinagdo do indice de producao de ovos, eficiéncia reprodutiva e
porcentagem de mortalidade de fémeas ingurgitadas, descritos na tabela (7).

Os valores obtidos para indice de producao de ovos foram calculados segundo (BENNETT

et al., 1974). J4 os parametros de eficiéncia reprodutiva e percentual de controle das fémeas tratadas
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com o0s Oleos essenciais foram obtidos através do calculo de Drummond et al., 1973. Ambos os
calculos utilizaram os dados contidos na tabela 7.

Tabela 7: Indice de produgio de ovos (IPO), Eficiéncia reprodutiva e Taxa de mortalidade de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus Boophilus microplus tratados com o6leos essenciais das
espécies de bamburral (Hyptis suaveolens (L) Poit) (HS), hortela-do-campo (Hyptis
marrubioides EPL) (HM) e sambacaita (Hyptis pectinata (L) Poit) (HP) nas concentragdes
de 0,5, 1 € 2%, Rio Verde — GO, 2015.

Espécies Concentragao *IPO +Eﬁcién?ia Mortalidade
(%) (%) Reprodutiva (%)

Controle 22,83 4840,66 16,67
HS 0,5 24,87 7460,40 13,34
HS 1 19,37 6240,92 10,00
HS 2 25,37 5519,58 16,67
HM 0,5 23,25 17387,71 23,34
HM 1 28,28 9323,51 10,00
HM 2 20,40 2366,66 16,67
HP 0,5 25,92 1451,45 16,67
HP 1 22,14 2213,73 26,67
HP 2 25.83 2113,56 26,67

*- Calculado segundo Bennett et al. (1974).
+ - Calculado segundo Drummond et al. (1973).

A mortalidade das fémeas ingurgitadas causada pelo 6leo essencial da espécie sambacaita
(Hyptis pectinata (L) Poit) (HP) na concentragdo de 1 e 2% foi de 26,67%, sendo os tratamentos
que tiveram o maior valor para este parametro, para hortela-do-campo (Hyptis marrubioides EPL)
(HM) a 0,5% o valor encontrado foi de 23,34%. Para o controle o valor obtido foi de 16,67%, o
mesmo para (HP) a 0,5%, bamburral (Hyptis suaveolens (L) Poit) (HS) e horteld-do-campo (Hyptis
marrubioides EPL) (HM) na concentragdo de 2%. Para (HS) a 0,5% o valor obtido foi de 13,34%,
maior que os valores de 10,00% encontrados para (HM) e (HS) a 1%.

O percentual de controle dos o6leos essenciais nas concentragdes 0,5, 1 e 2% das espécies
sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus Boophilus microplus foi positivo e mais eficiente para
a espécie sambacaitd (Hyptis pectinata (L) Poit) (HP) com os respectivos valores 70,02, 54,72 ¢
56,34%. A espécie hortela-do-campo (Hyptis marrubioides EPL) (HM) nas mesmas concentragdes
teve -259,20, -92,61 e 51,11%. Para a espécie bamburral (Hyptis suaveolens (L) Poit) (HS) -54,12, -
28,93 e -14,03.

Verificou-se através dos resultados obtidos dos calculos de mortalidade que a maior taxa
foi para a espécie (HP) nas maiores concentragdes, podendo atribuir aos constituintes quimicos

presente, como monoterpenoides, sesquiterpenoides, lactonas (BOALINO et al, 2003),
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triterpenoides (ARRIGONI-BLANK et al., 2010). Interferindo também na eficiéncia reprodutiva e
consequentemente no indice de producao de ovos.

Olivo et al. (2008), comprovaram a atividade carrapaticida de citronela, verificaram que esta
acdo deve-se aos principios ativos citronelal e geraniol. A atividade carrapaticida sobre R.
microplus determinada pela alta mortalidade de fémeas ingurgitadas e a redu¢do do ntimero e peso
de ovos, diminui¢do de eclosdo de larvas e mortalidade de larvas em baixas concentragdes do 6leo

essencial da espécie Tetradenia riparia (Lamiaceae) foi verificada em estudo realizado por Gazim

etal. (2011).

4.4 CONCLUSAO

O ¢leo essencial das espécies de bamburral (Hyptis suaveolens (L) Poit), hortela-do-campo
(Hyptis marrubioides EPL) e sambacaitda (Hyptis pectinata (L) Poit) teve controle parcial em

fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus Boophilus microplus.
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5 CAPITULO 111

Caracterizagao bromatologica de silagem de milho com diferentes aditivos botanicos

RESUMO

A criagdo de ruminantes no Brasil ¢ condicionada na maior parte pelas condi¢des
extensivas, durante o ano todo. Tem-se buscado aditivos naturais que visem aumentar a
produtividade animal, melhorando assim a forragem fornecida. A possibilidade da utiliza¢do de
aditivos alternativos permite ao agropecuarista dispor de opg¢ao a ser incluida na alimenta¢do animal
e quantificar as respostas animais em termos produtivos € econdmicos. Objetivou-se com este
trabalho, verificar a qualidade bromatoldgica de silagens experimentais com diferentes aditivos
botanicos. Para tanto, preparou-se silagem de milho em silos experimentais associado com folhas de
caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz); guapeva (Pouteria gardneriana Radlk);
nim (Azadirachta indica L.); santa barbara (Melia azedarach L.) e capim-limao (Cymbopogon
citratus (DC) Stapf), em trés concentragdes diferentes 6, 8, e 10%. Os tratamentos utilizados foram:
silagem de milho com os diferentes aditivos e concentragdes, e somente a silagem de milho como
tratamento adicional. Apo6s abertura dos silos avaliou-se: determinagdo da matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra soluvel em detergente neutro (FDN), fibra soluvel
em detergente acido (FDA), digestibilidade in vitro na matéria seca (DIVMS). A inclusdo das folhas
de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), nim (Azadirachta indica L.), capim-
limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), santa barbara (Melia azedarach L.), e guapeva (Pouteria
gardneriana Radlk) como aditivo para silagem de milho, diferiram estatisticamente para os
parametros analisado com excecdo da fibra em detergente acido (FDA), lignina (LIG) e
digestibilidade in vitro na matéria seca (DIVMS). Apesar de ndo ter diferenca significativa entre as
espécies utilizadas como aditivos na silagem de milho, o nim (Al) foi a espécie que se sobressaiu
nos parametros avaliados. No entanto, assim como nos demais aditivos, os resultados obtidos com
sua adog¢ao ainda sao inconclusos. Novos estudos devem ser direcionados no intuito de avaliar a
influéncia dos metabolitos secundarios de cada espécie sobre a atividade microbiolégica no

processo fermentativo de silagens de milho.

Palavras-chave: Alimento, forrageira, metabolitos secundarios, aditivos naturais.
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5.1 INTRODUCAO

A criagdo de ruminantes no Brasil ¢ condicionada na maior parte pelas condigdes extensivas,
durante o ano todo. No periodo de seca, crescente parcela de produtores adotam a produgao de
silagem como estratégia de suplementacdo volumosa. O manejo alimentar adequado e o uso de
sistemas intensivos de explora¢do, como o confinamento ou semiconfinamento ¢ uma estratégia
usada para reduzir o déficit de matéria seca nos periodos criticos do ano (LOUSADA JUNIOR,
20006).

O processo de ensilagem consiste em armazenar a forragem em ambiente anaerobico, para
preservagdo através da fermentacdo com a presenca de acido lactico, tendo perda minima da
qualidade (PATRIZI et al., 2004). Nas ultimas décadas intensificaram-se os esfor¢os para melhorar
os indices de produtividade e qualidade, e com isso, a adogdo de tecnologias torna-se essencial
(GOES, 2004).

Segundo estudos realizados por Lima Junior (2013), a produgdo de silagens com gramineas
tropicais estdo bem estabelecidas para as gramineas graniferas como o milho e sorgo. Recentemente
tem-se observado o aumento da preocupagao dos consumidores sobre a segurancga ¢ a qualidade de
produtos de origem animal. Em func¢do disso, cada vez mais, tem-se buscado aditivos naturais que
visem aumento da produtividade animal, diminuicdo dos riscos de transferéncia de patdgenos
zoondticos, diminui¢do da carga antibiotica e limitagdo na excre¢do de poluentes (MORALIS et al.,
2011).

A importancia dos metabolitos secundarios de plantas na ecologia, alimentos para seres
humanos e alimentos para animais, € como produtos farmac€uticos com propriedades quimicas e
bioquimicas ja tenha sido descrita com algum detalhe por diversos autores (D'MELLO e
DEVENDRA, 1995; D'MELLO, 1997; BROOKER, 2000; HARBORNE, 2001; PFANNHAUSER
et al 2001; ACAMOVIC et al. 2004).

Ressaltam que esses aditivos botanicos ou fitogénicos vém como mais uma alternativa ao
uso de antibidticos como promotores de crescimento, sendo importantes na modulacdo da
microbiota, estabelecendo uma populagdao de micro-organismos mais “saudaveis” em detrimento de
espécies mais nocivas (GAGGIA et al., 2010). No entanto, assim como nos demais aditivos, os
resultados obtidos com sua adog¢ao ainda sao contraditérios.

A possibilidade da utilizagdo de aditivos alternativos permite ao agropecuarista dispor de
op¢ao a ser incluida na alimentagdo animal e quantificar as respostas animais em termos produtivos
e economicos. Neste sentido, diversos autores tém apresentado suas propostas utilizando recursos
nativos e adaptados como: Pereira et al., (2004); Neiva Junior et al., (2007); Dantas et al., (2008);
Ribeiro et al., (2009).
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Uma estratégia interessante ¢ a inclusdo de fontes disponiveis, assim sendo, a utilizacdo do
caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz); guapeva (Pouteria gardneriana Radlk);
nim (Azadirachta indica L.); santa barbara (Melia azedarach L.) e capim-limao (Cymbopogon
citratus (DC) Stapf) sdo alternativas promissoras no processo de ensilagem para este fim.

Com isso, os metabolitos especiais das plantas tornam-se alternativas naturais para
modificar a fermentagdo. Taninos e saponinas tém efeitos adversos sobre a populacdo microbiana e
saude animal e tem potencial para melhorar a fermentacao ruminal. Pode ser fornecido diretamente
no alimento por extratos extraidos e adicionados a dieta dos bovinos (MORALIS et al., 2011). Com
isso, objetivou-se avaliar a composi¢cdo bromatoldgica da silagem de milho com diferentes niveis de

aditivos botanicos.

5.2 MATERIAL E METODOS

Obtencao do material vegetal

Os experimentos e as analises laboratoriais foram realizados no Laboratorio de
Bionanotecnologia (BINATE) e no Laboratorio de Nutricdo Animal do IFGoiano - Campus Rio
Verde, GO (20° 45’ 53°* S; 51° 55” 53”° O, com altitude média de 748 m). O periodo de realizagdo
foi entre os meses de outubro a maio de 2014 e 2015. O clima da regido ¢ tropical com estagao seca,
altitude de 739 m. (Classificagdo de Koppen: Aw). O milho para a silagem foi obtido da
fazenda Rio Verdinho Barra Grande, BR 060, km 452, Rio Verde-Jatai, zona rural/Rio Verde-GO
(17°,44° 02.1>° S; 51°, 13°58,3”” O).

A variedade do milho utilizado foi Nidera NS90. A cultura foi adubada: 150kg de cloreto de
potassio/ha; 150kg de MAP 10/50/ha na base, 200 kg de ureia/ha. Foram utilizadas duas aplicagdes
de inseticida sendo as duas com os seguintes produtos: 1 litro Metomil/ha;100ml de Rimon
Supra/ha. Também, realizou-se duas aplicacdes de fungicida, sendo: 1° aplicagdo - 450 ml de Priori
Extra + 400 ml de Mimbus/h4 e 2° aplicagdo com 450 ml de Azimut/ha + 450 ml de Mimbus/ha.

O milho foi colhido dia 31 de janeiro de 2015, o estadio vegetativo se encontrava farinaceo-
duro com 50% linha de leite. A planta foi cortada em ensiladora Jonh Deere® 5460, tamanho de
particula em torno de 3 a 5 cm.

Utilizou-se folhas de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz) (AO);
guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) (PG); nim (Azadirachta indica L.) (Al); santa barbara
(Melia azedarach L.) (MA) e capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) (CC) como aditivos
foram colhidos manualmente no més de janeiro. A exsicata das espécies em estudo esta depositada
no herbério do Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde (IFgoiano/Rio Verde) com os niimeros

495; 149; 336; 330 e 152.
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A escolha dos aditivos foi fundamentada mediante a relatos empiricos de produtores da
regido amparados por dados descritos na literatura.

Preparou-se silos experimentais que foram confeccionados em tubos de Policloreto de
polivinila (PVC), com 100mm de didmetro e 40 cm de comprimento. No compartimento inferior
dos silos foram fechados com tampas de PVC e colocado 0,500 Kg de areia fina previamente seca,
coberto com um tecido de dimensdo de 15 cm de didmetro em seguida separada da area util que
recebeu o material ensilado, por tela de nailon, nas mesmas dimensdes. Foram fechados com duas
camadas de plastico e lacrados com fita adesiva, para impossibilitar a entrada de oxigénio, e
acondicionados em temperatura ambiente, em que permaneceram por 60 dias.

Apods 60 dias de fermentacdo, os silos foram abertos, descartando-se as por¢des superior e
inferior de cada um. A por¢do central do silo foi homogeneizada e, colocada em bandejas de
pléstico. Desta porcao retirou-se aliquota de 500g que foi acondicionada em sacos de papel para
determinagdo dos teores de matéria pré-seca em estufa de ventilagdo forcada, a 55° C por 72 horas.
As amostras pré-secas foram moidas em um moinho do tipo Willey, em peneira com malha de 1
mm, para serem analisadas

As analises bromatoldgica foram realizadas para determinacdao da porcentagem de matéria
seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA)m, lignina, celulose, hemicelulose, digestibilidade in
vitro da matéria seca (DIVMS) e pH pelo método descrito por SILVA e QUEIROZ (2002).

Apos a abertura dos silos foi analisado o pH das silagens, utilizando um potenciémetro
especifico. A matéria seca foi determinada em estufa 105° C por 24 horas, logo apds foram feitos os
calculos para determinagdo da matéria seca total (MS) da silagem.

A determinagdo da Matéria Mineral (MM) foi feita apos a pré-secagem, retirou-se 5g do
material ensilado colocado em cadinhos de porcelana e levados para a mufla a temperatura média
de 500°C por um periodo de quatro horas.

Utilizou-se o0 método de Kjedahl para obter o teor de nitrogénio, e posteriormente o teor de
proteina bruta (PB) foi calculado utilizando o fator geral de conversao 6,25, conforme a AOAC
(1980).

As andlises de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), lignina,
celulose e hemicelulose foram realizadas segundo a metodologia descrita por VAN SOEST (1994).
A digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) foi determinada de acordo com a metodologia
de Tilley e Terry (1963).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em arranjo fatorial 5x3 (espécies x

concentragdes) com 3 repetigdes por tratamento, e tratamento adicional (milho). Os dados
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numéricos foram avaliados estatisticamente, mediante a analise de variancia, testando as médias

pelo teste de Tukey (5%), utilizando o programa R-PROJECT.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenga significativa entre as especies avaliadas utilizadas como aditivos na
silagem de milho, nos parametros avaliados com excecdo da fibra em detergente acido (FDA),
lignina (LIG) e digestibilidade in vitro na matéria seca (DIVMS), na tabela 8 ¢ 9.

Para FDN os resultados tiveram diferenga significativa entre os aditivos, apesar desta
diferenga uma boa silagem tem teores entre 38 e 45%, a espécie MA (45, 92%). Valores
aproximados foram encontrados em silagens de milho em diferentes tipos de gendtipos
(CARVALHO et al. 2015). Sendo este parametro um indicativo para determinar a qualidade de
fibra em uma boa silagem.

Os valores encontrados para HEM e CEL foram significativamente diferente, as
porcentagens de HEM variaram entre 21,10 a 24,15%, sendo o aditivo Al que apresentou o maior
valor, estando relacionado a espécie da planta utilizada como aditivo, pois o0 A HEM ¢ proveniente
da planta ensilada (MUCK e KUNG JUNIOR, 1997). Para CEL os valores observados variaram de
6,25 a 10,44 %, com destaque para o aditivo MA que teve o menor teor. Valores superiores de
celulose foram encontrados para silagens de milho cultivados na safrinha 29,74% e valores
semelhantes para hemicelulose (22,88%) foram encontrados por (REIS et al., 2006). A celulose
presente na silagem ¢ um fator proporcional limitante para a presenca de outras fibras digestiveis
pelo animal, isto ¢, quanto menor a quantidade de celulose presente, maior a propor¢ao de fibras
digestiveis.

Tabela 8: Resumo das analises de variancia, considerando os p-valores dos efeitos inclusos no
modelo e a média do tratamento fatorial e adicional (média FAT — média AD) dos
teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), lignina
(LIG), hemicelulose (HEM), celulose (CEL) da silagem de milho com diferentes
concentragdes (6, 8 e 10 %) das espécies de Anacardium othonianum Rizz. (AO);
Azadirachta indica L. (Al); Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC); Melia azedarach
L. (MA); Pouteria gardneriana Radlk. (PG), Rio Verde — GO, 2015.

Espécies Concentracoes FAT:AD
Variavel ExC p- média média
AO Al CC MA PG 6% 8% 10% valor FAT AD

FDN 50,32 46,93 48,68 4592 47,00 48,38 47,50 47,43 0,03 0,02 47,77b 54,21a
FDA 26,88 22,79 2493 24,55 25,89 26,20 24,10 24,72 0,24 0,19 25,01 28,08
HEM 23,44 24,15 23,76 21,37 21,10 22,18 23,40 22,71 <0,01 0,03 22,76b 26,13a
CEL 9,04 6,26 9,85 6,25 10,44 9,64 7,67 7,80 0,30 0,02 837b 14,16a
LIG 17,84 16,52 15,08 18,30 15,45 16,56 16,44 1691 0,15 0,13 16,64 13,93

Meédias seguidas de letras distintas na mesma linha, dentro de cada variavel diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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J& para os resultados de FDA e LIG nao houve diferenga significativa entre os tratamentos,
os teores para FDA variaram entre 22, 79 a 26, 88 % e para LIG estao entre 15, 08 a 18, 30 %.
Quanto maior o teor de FDA menor a qualidade e a digestibilidade da silagem, a FDA ¢ constituido
por fracdes de celulose e lignina, a lignina ¢ a fragdo nao digestivel da planta. Costa et al., (2013)
trabalhando com silagem de milho, obteve valores maiores de 33, 00 %.

Na tabela 9, as espécies avaliadas utilizadas como aditivos na silagem de milho, nos
parametros avaliados de MS, PB, EE, MM e pH, tiveram diferenga significativa.

Segundo Nussio et al., 2001, uma boa silagem deve conter aproximadamente 30% de MS, os
teores encontrado neste trabalho variaram entre 25,98 a 27,50 %, sendo influenciados pelo tipo de
aditivo adicionado.

Possenti et al., 2005 trabalhando com silagem de milho obteve valores de PB igual a 9,40%,
proximos aos encontrados neste estudo, que variaram entre 8,36 a 9,40%. Estes valores podem ter
sido influenciados pelos metabolitos secundarios presentes nas plantas utilizadas como aditivos.

Os teores de EE variaram entre 3,45 a 5,20%, o aditivo que apresentou o valor maior foi Al,
estudo realizado por (SA NETO et al., 2013) obtiveram valores inferiores em silagem de milho com
aditivos biologicos. Para MM os teores variaram entre 3,50 a 3,72%, trabalhando com silagem de
milho Possenti et al., 2005 encontraram valores superiores aos deste estudo. Os valores encontrados
para pH variaram entre 3,87 a 4,09%, o pH em faixa 6tima de 3,80 a 4,60% estabiliza o material
ensilado e inibe atividade de microrganismos patogénicos (GOBETTI et al., 2013).

Tabela 9: Resumo das analises de variancia, considerando os p-valores dos efeitos inclusos no
modelo e a média do tratamento fatorial e adicional (média FAT — média AD) dos
teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), matéria mineral
(MM), pH e digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) da silagem de milho com
diferentes concentracdes (6, 8 € 10 %) das espécies de Anacardium othonianum Rizz.
(AO); Azadirachta indica L. (Al); Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (CC); Melia
azedarach L. (MA); Pouteria gardneriana Radlk. (PG), Rio Verde — GO, 2015.

Espécies Concentracoes FAT:AD
Variavel ExC p- média média
AQO Al CC MA PG 6% 8% 10% valor FAT AD

MS 27,50 26,54 2598 26,16 26,86 27,04 26,38 26,41 0,06 0,00 26,61b 29,55a
PB 8,49b 9,40a 8,68ab 9,18ab  8,36b 8,62 9,04 882 046 0,00 8,82b 6,10a
EE 3,43b 5,20a 3,86b 5,0la  5,16a 4,49 4,67 443 034 0,00 4,53b 3,38a
MM 3,50 3,72 3,72 3,66 3,57 3,56 3,72 3,63 035 0,00 3,63b 2,18a
pH 3,87b 4,04a 3,92b 4,092 4,09a 4,02 3,98 4,01 020 0,00 4,00b 3,73a
DIVMS 27,48b 36,59a 30,45ab 33,06ab 29,54ab 30,45 30,83 32,99 0,09 0,35 31,42 28,22

Meédias seguidas de letras distintas na mesma linha, dentro de cada variavel diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

J& para digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) as espécies utilizadas como
aditivos ndo tiveram diferenca significativa, variando os valores entre 27,48 a 36,59%. Alimentos

com estado de maturidade tem maior lignifica¢do portanto tem menor digestibilidade (RUSSELL et
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al., 1992). Neste estudo o teor de lignina foi elevado, no entanto correlaciona-se o baixo teor de
digestibilidade.

As concentragdes estabelecidas nao foram suficientes para gerar diferenca significativa por
serem estabelecidos valores muito proximos. Mas houve interacdo entre as espécies e as
concentracoes nas variaveis FDN ¢ HEM.

Os processos de conservagdo (fenagao e ensilagem) por si s6 causam alteragdes acentuadas
na composi¢ao quimica da forragem e podem reduzir sua qualidade (REIS et al., 2006). A presenca
de microrganismos deterioradores na forragem atrasa a fermentagdo, tem competicdo com as
bactérias acido laticas por substrato e geram perdas, e diminui o valor nutritivo do material
(PEREIRA et al., 2014). Dentre estes microrganismos que podem acarretar prejuizos ao material,
estdo os dos géneros Escherichia, Enterobacter e Clostridium que, além de consumirem
carboidratos soliveis em competicdo com as bactérias acido laticas, degradam proteinas. Além
disso, sdo bactérias patogénicas, que podem afetar os animais e as pessoas que t€ém contato com a
silagem (McDONALD et al., 1991).

Neste estudo, foram utilizados aditivos vegetais para melhorar a qualidade bromatologica
da silagem de milho, como um passo importante no sentido de compreender as respostas dos
metabolitos secundarios das plantas na qualidade bromatologica da silagem.

Segundo Lima et al., (2002) e Pedroso (2003) aditivos quimicos como a ureia e o acido
benzoico podem melhorar a qualidade de silagens, diminuindo a populagdo de leveduras e mofos e
reduzir a producao de etanol e as perdas de MS e de carboidratos soluveis, estes aditivos tiveram
efeitos positivos sobre as perdas de MS e a composi¢do bromatoldgica quando utilizados na
ensilagem.

Os principios ativos presentes nas plantas utilizadas como aditivos tem propriedades
biocidas como antimicrobiana, bactericidas, antifingica, entre outras. Os compostos majoritarios de
cada espécie podem influenciar na sele¢do de microrganismos benéficos para a fermentagdo e
conservagdo da silagem, visto que os resultados obtidos neste estudo foram satisfatorios em relacao
aos padroes de cada variavel analisada.

O nim (A4zadirachta indica L.) e a santa barbara (Melia azedarach L.) que sao pertencentes
a familia Meliaceae, tem como composto principal a azadiractina que ¢ um limonoide, dentre estes
outras classes de metabdlitos (triterpenoides e esteroides, alcaloides, proteinas, fenois e fitoesterdis)
também estao presentes nos orgaos destas espécies (MATIAS et al. 2002).

O capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) contém grande variedade de
componentes em suas folhas, tais como os acidos fenolicos, alcaloides, alcoois, polifendis e mais
importante, os flavonoides e taninos, que podem ser responsaveis por algumas atividades

terapéuticas, tais como atividade anti-inflamatéria (FIGUEIRINHA et al., 2010; NEGRELLE e
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GOMES, 2007; VENDRUSCOLO et al., 2005; GARCIA et al., 2015). A atividade antibacteriana ¢é
causada pela presenca de compostos com reconhecida agcdo como os terpenos, podendo ser
utilizados frente a linhagens Gram-positivas e Gram-negativas (LUCENA et al., 2015).

As frutas de espécies nativas do cerrado, analisadas pela primeira vez em estudo realizado
por Rocha et al., (2011) e Canuto et al., (2010), apresentam elevados teores de compostos fenolicos
totais e de taninos condensados, sendo que os taninos condensados predominam nas espécies de
cajueiros nativos do Cerrado (4. nanum e A. othonianum) e guapeva (P. gardneriana).

A espécie do caju-de-arvore-do-cerrado (4. othomianum) ainda ¢ uma planta pouco
estudada quanto a composi¢do quimica de suas folhas, mas alguns trabalhos quanto as atividades
medicinais foram reportadas em Anacardium humile e Anacardium occidentale como, antidiabético
(URZEDA et al., 2013), antitilceragénico (FERREIRA et al., 2008) e antioxidantes (RAZALI et al.,
2008).

Watanabe et al. (2010) avaliaram o uso de liquido da casca da castanha de caju (CNSL), um
coproduto da produgdo de castanha de caju em paises tropicais, que apresenta varias aplicagdes
industriais. O CNSL apresenta compostos fenolicos, destacando-se o acido anacardico, que inibem
seletivamente bactérias Gram-positivas. Os taninos sdo substancias polifenolicas com variados
pesos moleculares e complexidade, sendo classificados em hidrolisdveis e condensados, a estes
compostos se d4 a atividade antimetanogénica (BEAUCHEMIN et al., 2008).

A guapeva (Pouteria gardneriana) também nativa do Cerrado, ainda se encontra em déficit
com pesquisas relacionadas a sua composi¢do quimica. Para as espécies da familia Sapotaceae ¢
citada a ocorréncia de flavonoides e triterpenos. Especificamente, os flavonoides que sdo apontados
como marcadores quimiotaxondmicos (miricitrina) para o género Pouteria, com maior frequéncia
nas folhas e os triterpenos, encontrados além das folhas, nos demais 6rgaos (SILVA et al., 2009).
Estudos fitoquimicos realizados com espécies da familia Sapotaceae tém revelado a ocorréncia de
flavonoides, terpenoides, compostos fenodlicos, alcaloides, benzenoides e fenilpropanoides
(MONTENEGRO et al., 2006). Os flavonoides sdo apontados como 0s principais constituintes
quimicos do género, em conjunto com os terpenoides, principalmente para as folhas (SILVA et al.,
20006).

As saponinas sdo glicosideos encontrados nas espécies vegetais em seu metabolismo
secundario que reduzem a degradacdo de proteinas e, a0 mesmo tempo, favorecem a sintese de
proteina e biomassa microbiana, o principal mecanismo de a¢do das saponinas estd relacionado ao
efeito toxico sobre protozoarios ciliados, emulsificam os lipideos da membrana celular dos
protozodarios, causando mudangas na sua permeabilidade, e morte da célula (WALLACE et al.,

2002; MARTIN et al., 2009).
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5.4 CONCLUSAO

Apesar de nao ter diferenca significativa entre as espécies utilizadas como aditivos na
silagem de milho, o nim foi a espécie que se sobressaiu sobre as demais nos parametros avaliados.
No entanto, assim como nos demais aditivos, os resultados obtidos com sua adoc¢ao ainda sdo
inconclusos. Novos estudos devem ser realizados no intuito de avaliar a influéncia dos metabolitos

secundarios sobre a atividade microbioldgica no processo fermentativo de silagens de milho.
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6 CONCLUSAO GERAL

Conclui —se que os extratos da folhas de guapeva (Pouteria gardneriana Radlk), caju-de-
arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), santa barbara (Melia azedarach L.), nim
(Azadirachta indica L.) e capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), sdo potencialmente tteis
para o controle de carrapatos Rhipicephalus B. microplus, com destaque aos inibidores de
acetilcolinesterase. A inclusdo das folhas de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum
Rizz), nim (Azadirachta indica L.), capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), santa barbara
(Melia azedarach L.), e guapeva (Pouteria gardneriana Radlk) como aditivo para silagem de
milho, apesar de ndo ter diferenca significativa entre as espécies, o nim foi a espécie que se
sobressaiu sobre as demais nos parametros avaliados. Estudos devem ser realizados no intuito de
avaliar a influéncia dos metabolitos secundarios sobre a atividade microbiologica no processo
fermentativo de silagens de milho. O 6leo essencial das espécies de bamburral (Hyptis suaveolens
(L) Poit), hortela-do-campo (Hyptis marrubioides EPL) e sambacaita (Hyptis pectinata (L) Poit)
teve controle parcial em fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus Boophilus microplus.

Percebe-se que a produgdo animal hoje ndo esta muito favoravel para o produtor, por causa
da resisténcia dos ectoparasitas as formulas encontradas no mercado e a problematica da retirada
dos antimicrobianos sintéticos da alimentacio animal. E notério que estudos devem ser realizados a

fim de elucidar a real atividade biologica da vasta flora brasileira.



