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Resumo

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é responsavel por grandes perdas na pecuaria mundial,
causando queda na producdo de carne e leite, depreciagdo do couro, incomodo aos animais e transmissdo de
hemoparasitoses que podem levar os animais a 6bito. O controle desse ectoparasita atualmente é realizado por
compostos quimicos sintéticos, porém, a maioria com casos de resisténcia relatados, torna necessario o estudo de
novas alternativas naturais necessarias. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o extrato de Physalis
angulata entre as concentragdes 100 - 12,5 mg mL sobre larvas de R. (B.) microplus pelo teste de contato em
papel impregnado (TCPI). Os resultados se mostraram promissores sendo as concentracdes 100 e 50 mg mL* as
mais efetivas apresentando 92,24% e 58,47% de mortalidade das larvas respectivamente.
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Abstract

The tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus is responsible for large losses in livestock worldwide, causing a
drop in meat and milk production, leather depreciation, annoyance to animals and transmission of
hemoparasitosis that can lead to death. The control of this ectoparasite is currently carried out by synthetic
chemical compounds, however, most with reported cases of resistance, makes it necessary to study new natural
alternatives necessary. The present study aimed to evaluate the Physalis angulata extract between concentrations
100 - 12.5 mg mL™ on R. (B.) microplus larvae by the impregnated paper patch test (IPPT). The results were
promising and the concentrations of 100 and 50 mg mL™ were the most effective, presenting 92.24% and
58.47% of larval mortality, respectively.

Keywords: Tick of cattle, Larvae, Acaricidal, Vegetal extract

Resumen

La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus es responsable de grandes pérdidas en el ganado a nivel
mundial, provocando caida en la produccion de carne y leche, depreciacion del cuero, molestias a los animales y
transmision de hemoparasitosis que puede llegar a causar la muerte. El control de este ectoparasito actualmente
se realiza mediante compuestos quimicos de sintesis, sin embargo, la mayoria con casos reportados de resistencia,
hace necesario el estudio de nuevas alternativas naturales. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el
extracto de Physalis angulata entre concentraciones de 100 - 12,5 mg mL™ sobre larvas de R. (B.) microplus
mediante la prueba del parche de papel impregnado (TCPI). Los resultados fueron promisorios y las
concentraciones de 100 y 50 mg mL™ fueron las mas efectivas, presentando 92,24% y 58,47% de mortalidad
larvaria, respectivamente.
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1. Introducéao

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) (Canestrini, 1887) conhecido popularmente
como carrapato do boi, € um dos maiores problemas da pecuéria brasileira (Politi et al., 2019). Estima-se que 0s
prejuizos causados por este parasita em rebanhos bovinos no Brasil atingem a cifra de 3,24 bilhGes de
ddlares/ano (Grisi et al., 2014). InfestacBes por esse ectoparasita de habito hemat6fago ocasionam diminuicéo da
producdo de leite e carne devido ao estresse que causam ao animal, depreciacdo do couro, transmissdo de
hemoparasitas (complexo tristeza parasitaria bovina) e altos gastos com medicamentos para o controle (Gomes et
al., 2011).

O controle de R. (B.) microplus atualmente tem sido feito por moléculas sinteticas comerciais (piretréides,
organofosforados, carbamatos, amidinas e macrolactonas), contudo, o uso incorreto, rotativo e indiscriminado
destes produtos tem contribuido o surgimento de carrapatos resistentes através de mecanismos fisiologicos e
bioguimicos, como: reducdo de absorcao do carrapaticida, aumento da metabolizagdo das esterases, oxidases ou
glution-transferases e também a modificagdo do alvo do pesticida (He et al., 2002, Minho et al., 2020). O
desenvolvimento de novos carrapaticidas € um processo longo e de alto custo, o que reforca a necessidade de
alternativas para o controle da infestacdo do carrapato (Graf et al., 2004). Alternativas para o controle como o
uso de produtos naturais tem gerado grande interesse, pois a fitoterapia e alternativas sustentaveis tem potencial
para reduzir o uso de quimioterapicos atualmente usados para controlar infeccbes por ectoparasitas (Atanasov et
al., 2015).

Physalis angulata (Linnaeus 1753) da familia Solanaceae, comumente é encontrada no territério brasileiro
devido a facilidadede de germinacdo de suas sementes e alto grau de adaptacdo, em diversos ambientes e solos
como no dominio Cerrado onde sdo encontrados diversos grupos de P. Angulata nas mais diversificadas
fitofisionomias (Zimmer, 2019; SteSevi¢ & Bubanja 2017; Menezes Filho & Castro, 2019) possui potencial
nutricional, ornamental e principalmente medicinal (Pagot & Hoffmann 2003). Estudos realizados com P.
angulata relatam atividade imunomodulatéria (Lin et al., 1992; Carvalho et al., 2008; Yu et al., 2010), atividade
anti-inflamatoria (Bastos et al., 2006; Pinto et al., 2010), atividade antimicrobiana (Pietro et al., 2000; Januario et
al., 2002; Osho et al., 2010), atividade tripanocida (Vieira et al., 2008) e atividade antileishmania (Silva,et al.,
2016; Silva, et al., 2018).

Essas atividades tém sido relacionadas com a rica diversidade em compostos do metabolismo especial presentes
nessa espécie, como flavonoides, alcaloides e vitaesterdides, principalmente as fisalinas (Rengifo Salgado &
Vargas-Arana, 2013; Menezes Filho et al., 2022a,b; Kutawa et al., 2022). Baseado nas atividades relatadas e na
auséncia de estudos dessa espécie sobre o carrapato do boi, este estudo avaliou o potencial do extrato
cloroférmico de P. angulata sobre larvas do carrapato R. (B.) microplus como alternativa natural no controle
desse ectoparasita.

2. Material e Métodos
Reagentes e equipamentos

Cloroférmio (P.A - Exodo), evaporador rotativo (Fisatom), Ultrapurificador de 4gua Direct-Q3 (Millipore), papel
filtro quantitativo JP41 faixa preta poros de 28 um (Synth), BOD (Eletrolab) e bomba a véacuo (Prismatec).

Obtencéo do material vegetal

O material vegetal utilizado consistiu em partes aéreas de P. angulata previamente coletada e identificada através
de chave dicotdbmica para o género Physalis pelo Prof. Dr. Fabiano Guimardes do Instituto Federal Goiano,
Campus Rio Verde, Goias, Brasil, através da parceria firmada entre a Instituicdo e a Prof. Dra. Rosemeire Pietro
do Departamento de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Estadual Paulista "Jalio de Mesquita Filho"- Campus Araraquara. P. angulata estd cadastrada no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob nimero de
cadastro Voucher. N°. AD73F75.

Preparo do extrato
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As partes aéreas de P. angulata foram inicialmente lavadas em agua corrente e em seguida, secas em estufa de
secagem a 35 °C. Em seguida, o material foi macerado na proporcdo de 50 g L™ em cloroférmio, sendo
armazenado em frasco de vidro ambar por um periodo de 15 dias. Apds esse periodo, o extrato foi entdo filtrado
e rotoevaporado a 40 °C e 80 rpm sob pressédo negativa. O extrato foi armazenado em refrigerador a -12 °C até o
momento do uso conforme descrito por Marinho et al. (2021) modificado.

Obtencéo das larvas de R. (B.) microplus

Fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus foram coletadas em bovinos naturalmente infestados na Embrapa
Pecuaria Sudeste, sequindo protocolo da instituicdo e mantidas em BOD até a postura dos ovos. Apds postura, 0s
ovos foram acondicionados em seringas adaptadas até a eclosdo para uso das larvas no ensaio.

Sensibilidade de larvas em teste de contato sobre papel impregnado

Os testes de sensibilidade de larvas de R. (B.) microplus foram realizados de acordo com a técnica recomendada
pela FAO (1971). Nessa metodologia, aproximadamente 100 larvas foram transferidas para folhas de papel filtro
quantitativo JP41 faixa preta poros de 28 um medindo aproximadamente 10 x 8 cm, impregnados com diferentes
concentracdes do extrato etanélico de P. angulata (100 a 12,5 mg mL™?) solubilizada em dgua deionizada e como
controle negativo, 4gua destilada. Cada papel impregnado em diferentes concentracdes foi dobrado formando um
“sanduiche” e em seguida, vedados com pregadores plasticos. Os envelopes foram entdo acondicionados em
estufa BOD a 27 + 2 °C e umidade relativa = 80%. A leitura ocorreu apds 7 dias de incubacdo com a ajuda de um
compressor a vacuo, adaptado com uma ponteira para sucgdo e a contagem foi realizada visualmente,
diferenciando larvas vivas e mortas por meio da motilidade (Figura 1).

Figura 1. Em a) Papéis impregnados com extrato, recebendo larvas de R. (B.) microplus. Em b) Larvas em
“sanduiche” de papel impregnado. Em c) “sanduiche” de papel impregnado colocado em envelope de papel
filtro. Em d) vedamento. Em e) teste mantido em incubac&o por 7 dias e em f), contagem de larvas vivas/mortas
com auxilio de bomba a vacuo. Fonte: Autores, 2022.

Analise estatistica

O experimento foi realizado em triplicata. Foram calculadas a porcentagem de mortalidade para cada repeticdo
utilizando a equacéo (1), a media de mortalidade utilizando a equacéo (2) e para o calculo de desvio padrao, pela
ferramenta Desvpad do Excel. A, a analise de variancia e o teste de Tukey foram calculados pelo programa
Infostat (verséo livre).

Mortalidade (%) _larvas mortas x 100 Eq. [1]
Total de larvas

Mortalidade _%mortel + % morte2 + % morte3 Eq. [2]
Média (%) 3

3. Resultados e Discusséo
A atividade acaricida sobre larvas de R. (B.) microplus, sobre o extrato cloroférmico de P. angulata pode ser
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observado na (Tabela 1). A maior concentragdo de 100 mg mL™ foi a mais efetiva, causando a mortalidade de
92% das larvas, seguida pela a concentracdo de 50 mg mL™? com mortalidade de 58%. A andlise dos dados
usando analise de variancia (ANOVA) mostrou que as diferentes concentracBes do extrato resultaram em taxas
médias de mortalidade significativamente diferentes sobre larvas de carrapato R. (B.) microplus (p < 0,05).

Apesar de diversas atividades relatadas sobre outros organismos na literatura, ndo foram encontrados relatos
sobre a avaliacdo de extratos de espécies do genero Physalis sobre o carrapato R. (B.) microplus. As espécies
desse género apresentam uma extensa lista de constituintes fitoquimicos, como os flavondéides simples ou
glicosilados; &cidos graxos de cadeia linear (Cs a Co), hidroxilados e epoxilados, e &cido ascorbico;
carotenoides; alcaloides e vitaesterdides (Tomassini et al., 2000).

Os vitaesteroides sdo lactonas esteroidais, estruturalmente baseados no esqueleto do ergostano, comumente
encontrado em vegetais da familia Solanaceae, onde sdo descritas varias atividades relatadas atribuidas, bem
como, efeitos citotoxicos, esses ainda ndo conclusivos até o momento, sobre seu mecanismo de acéo
farmacol6gico. Um dos mecanismos propostos para os vitaesterdides seria a sua interacdo com proteinas do
citoesqueleto como argumentado por Falsey et al. (2006) e Bargagna-Mohan et al. (2007). Sdo escassos 0S
relatos de estudos de espécies vegetais da familia Solanaceae frente ao carrapato, no entanto o género Nicotiana
da familia Solanaceae, conhecido popularmente por fumo (Nicotiana tabacum) destaca-se por ser um dos
primeiros fitoinseticidas comercializados (Roel, 2002) embasando a importancia desse estudo e de outras
espécies dessa familia botanica sobre o R. (B.) microplus.

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade de larvas de R. (B.) microplus em contato com diferentes concentracdes
do extrato cloroférmico de P. Angulata.

Repeticéo 1 Repeticéo 2 Repeticéo 3
larvas larvas % larvas larvas % larvas larvas % % meédia
vivas mortas morte vivas mortas morte vivas mortas morte mortalidade
C- 107 0 0 78 0 0 144 0 0 0ex0
100 8 119 93,7 15 169 91,8 15 155 91,1 92,2a+1,3
50 41 62 60,2 36 98 73,1 95 69 42,0 58,4b + 15,6
25 55 17 23,6 145 39 21,2 149 19 11,3 18,7c £ 6,5
12,5 ‘114 19 14,3 116 15 11,5 118 24 16,9 14,2d £2,7

Nota: O Teste de Tukey ao nivel 5% de probabilidade foi aplicado e calculado seguido de desvio padrdo. As
médias seguidas por letra diferente na coluna diferem estatisticamente entre si. Fonte: Autores, 2022,

4. Conclusdes

Diversos estudos demonstram as propriedades antiparasitarias da espécie P. angulata, porém, nenhum relato
anterior sobre a atividade larvicida de R. (B.) microplus foi encontrado, sendo esse trabalho, com os primeiros
resultados apresentados que exibiram alta promocédo sobre o controle como larvicida natural dessa espécie de
ectoparasita que ocorre em animais. Com isso, estudos futuros deverdo ser realizados avaliando outras fases do
ciclo de R. (B.) microplus a partir do extrato cloroférmico de P. angulata.
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