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RESUMO

AVALIACAO IN VITRO DA ACAO DO EXTRATO DA ARRUDA (RUTA
GRAVEOLENS) SOBRE TELEOGINAS DO CARRAPATO BOVINO
R. (B.) MICROPLUS

Autora: Miryane Pereira Franco
Orientador: Prof®. Dr. Méd. Vet. Jorge Damian Stumfs Dias
Co-orientador: Prof?. Dré, Méd. Vet. Patricia Wolkmer

O uso de agentes quimicos no combate do carrapato do boi R. (B.) microplus gera perdas
tanto econdmicas quanto produtivas na pecuaria brasileira, além de prover resisténcia. Assim,
é grande a busca por plantas com potencial biocida. O objetivo desta pesquisa é avaliar in
vitro, através do teste de imersdo de fémeas ingurgitadas, se 0 extrato da planta medicinal
Arruda (Ruta graveolens) causam mortalidade ou interferiram em alguma fase de reproducao
do R. (B.) microplus. A metodologia usada foi o teste in vitro por imersdo de teledginas,
biocarrapaticidograma, no qual foi testado a acdo in vitro dos extratos da planta Ruta
graveolens, vulgarmente conhecida como arruda, em teleéginas do carrapato R. (B.)
microplus. As teledginas foram dividido em cinco grupos (I, II, 111, IV e V), cada qual com
dez teledginas e com um peso homogéneo entre cada grupo, sendo realizadas 4 repeti¢oes
totalizando 200 teledginas. Cada grupo foi imerso em 10 ml da solucéo testada num periodo
de 10 minutos, sendo Grupo | - dgua destilada, (grupo controle); Grupo Il - extrato 100%;
Grupo 11 - extrato 50%; Grupo 1V) extrato 33,33%; Grupo V) extrato 25%. Apds a imersao
das teledginas, foi entdo aguardado a postura das mesmas e em seguida analisados: a postura,
inibicdo da postura, eficiéncia reprodutiva, eficiéncia do produto testado e a taxa de ecloséo
dos ovos nas diferentes concentracdes do extrato utilizado no experimento. Conforme os
resultados, pode-se concluir que a acdo do extrato de arruda in vitro sobre as teledginas de R.
(B) microplus, obteve um controle parcial do parasito e os resultados do grupo Il ficaram
préximos do limite minimo indicativo de eficiéncia, reduzindo em mais de 52,11% a eclosdo
de ovos, comparando a eclosdo em ambiente com &gua destilada (solucdo controle), No
entanto, quando analisada a eficacia do produto nas concentragdes 100%, 50%, 33% e 25%
em teledginas ingurgitadas do carrapato R. (B.) microplus, € possivel comprovar que o extrato
de arruda possui efeito carrapaticida, ndo sendo observada diferenca estatistica entre as
diferentes concentracdes testadas do extrato, onde foi encontrado o seguinte resultado por
grupo: 11 (53,89%), Il (54,92%), IV (51,71%) e V (43,90%), demonstrando assim, que este
fitoterapico possui potencial para pesquisa como agente terapéutico.

Palavras-Chave: R. (B.) microplus. Ruta graveolens. Fitoterapico. Controle de carrapato.



ABSTRACT

IN VITRO RUE EXTRACT ACTION (RUTA GRAVEOLENS) ON THE
TICK ENGORGED FEMALES CATTLE R. (B.) MICROPLUS

Author: Miryane Pereira Franco
Advisor: Prof°. Dr. Méd. Vet. Jorge Damian Stumfs Diaz
Co-advisor: Profé, Dr2. Méd. Vet. Patricia Wolkmer

The use of chemical agents in the cattle to combat R. (B.) microplus tick generates losses in
economic and productive Brazilian livestock, and provides resistance. Thus, it is important
research to evaluate the potential acaricides of plants. The aim of this study is to evaluate in
vitro, through immersion engorged females test if the Rue medicinal plant extract (Ruta
graveolens) cause mortality or interfered in any reproductive phase of R. (B.) microplus. The
methodology used was the in vitro test by immersion of engorged females, which was tested
in vitro effect of extracts of plant Ruta graveolens, commonly known as rue, in engorged
females of the tick R. (B.) microplus. The engorged females were divided into five groups (I,
I, 11, IV and V), each with ten engorged female ticks and with a homogeneous weight of
each group being made 4 replications totaling 200 engorged females. Each group was
immersed in 10 ml of the test solution for 10 minute, with Group | - distilled water (control
group); Group Il - extract 100%; Group Il - 50% extract; Group 1V) 33.33% extract; Group
V) extract 25%. After immersion test of engorged females was analyzed: posture rate,
inhibition posture, reproductive efficiency, effectiveness of the test product and the hatching
rate of the eggs in different concentrations of the extract used in the experiment. Results
concluded that the action of rue extract on engorged females of R. (B) microplus, obtained a
partial parasite control and Group Il results were close to the minimum indicative efficiency,
reducing more than 52.11% hatching eggs in hatching comparing the environment with
distilled water (control solution), however, when analyzed the efficacy of the product at
concentrations 100%, 50%, 33% and 25% in females engorged tick R. (B.) microplus, it is
possible to prove that rue extract has acaricide effect, not observed statistical difference
between the different tested concentrations of the extract, which was found the following
results by group: Il (53.89%) , Il (54.92%) and IV (51.71%) and V (43.90%), thus
demonstrating that rue extract has potential as a therapeutic agent research.

Keywords: R. (B.) microplus. Ruta graveolens. Phytotherapy. Tick control.
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6 CONCLUSAO
REFERENCIAS



1 INTRODUCAO

A pecuaria bovina € uma das principais cadeias que compBe 0 agronegocio
brasileiro, tanto em termos numéricos, quanto pela sua importancia para a economia do pais.
Estima-se que o Brasil tenha em torno de 217,5 milhdes de bovinos e exporte cerca de 1,5
milhdes de toneladas de carcacga por ano, ocupando o segundo lugar mundial na producéo de
gado de corte e o quinto lugar em producéo de leite (ANDREOTTI et al., 2016). Mesmo com
estes nimeros expressivos alguns fatores diminuem a rentabilidade da producdo pecuéria
nacional. As perdas causadas pelo carrapato dos bovinos representam uma quantia de US$
3.236,35 milhdes de dolares por ano no Brasil para a bovinocultura (GRISI et al., 2014) e
estima-se que anualmente em alguns extratos produtivos cada animal parasitado deixa de
produzir em média 90,24 litros de leite (RODRIGUES; LEITE, 2013).

O intuito de reduzir impactos econémicos e biolégicos comparados aos diferentes
agentes de origem quimica e a preocupa¢do da sociedade em consumir alimentos livres de
residuos e agrotdxicos leva a busca por medidas naturais fitoterapicas no controle de
parasitas. A infestacdo pelo carrapato dos bovinos, R. (B.) microplus, é um dos fatores
limitantes para a melhor rentabilidade da producéo pecuéria nacional.

Conforme Powel e Reid (1982), o R. (B.) microplus adapta-se perfeitamente ao clima
dos paises tropicais, nos quais o calor e a umidade propiciam condi¢cdes favoraveis a
sobrevivéncia e manutencdo da espécie. Portanto, este carrapato € o mais importante
ectoparasito das regides tropicais e subtropicais, atingindo mais de 75% da populacdo mundial
de bovinos. Nos paises situados entre os paralelos 32° Norte e 32° Sul, R. (B.) microplus ¢ a
espécie de maior distribuicdo geografica e importancia econdmica sendo o territorio brasileiro
potencialmente favoravel a sua sobrevivéncia, uma vez que as caracteristicas climaticas
favorecem o desenvolvimento do R. (B.) microplus na maioria dos meses do ano
(VERISSIMO, 2015; RAYNAL et al., 2015).
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Esse carrapato também é vetor de patdgenos causadores de doencas, tais como
babesiose e anaplasmose. O carrapato R. (B.) microplus é responsavel por grandes prejuizos
na pecuaria nacional, principalmente devido a reducdo no desempenho produtivo de bovinos.
O desenvolvimento de resisténcia as principais classes de acaricidas empregadas atualmente
tem sido largamente relatado, bem como a ocorréncia de residuos em produtos de origem
animal e problemas ecolégicos (ROCHA FILHO, 2014). Os prejuizos na pecuaria causados
por estes parasitas podem provocar danos de morbidade e mortalidade no rebanho bovino,
com consequente queda de producdo. No Brasil, as perdas relacionadas a esse carrapato sdo
estimadas em cerca de 1 bilhdo de dblares por ano, representadas pela agdo direta do parasito,
e também pelo custo dos sistemas de controle, os quais representam gastos anuais de cerca de
R$ 800 milhdes com produtos quimicos para o combate aos parasitas. O rebanho bovino
brasileiro é composto de racas taurinas, zebuinas e mesticas, possuindo diferentes
susceptibilidades ao desenvolvimento das fases parasitarias deste carrapato; existem ainda
condigdes climaticas favoraveis a sobrevivéncia e desenvolvimento dos seus estagios néo
parasitarios (CORDOVES, 1997).

O controle efetivo de parasitas atraves de produtos quimicos convencionais tem
encontrado dois grandes problemas: o desenvolvimento acelerado da resisténcia ao principio
ativo e a preocupacéo da sociedade e 6rgdos governamentais com os residuos nos produtos de
origem animal. Estes dois pontos tém determinado efetivamente o rumo atual das pesquisas
cientificas na area da parasitologia (CHAGAS, 2004).

O aumento progressivo da resisténcia do carrapato R. (B.) microplus a compostos
quimicos tem como consequéncia 0 aumento também na frequéncia da aplicacdo de
acaricidas, com a presenca de residuos desses produtos no leite e na carne (RAYNAL et al.,
2015; RAMOS et al., 2009).

Para deteccdo de resisténcia de carrapatos frente a acaricidas, alguns métodos podem
ser utilizados. Atualmente a FAO (Food and Agriculture Organization) preconiza dois testes
in vitro, a saber: Adult Imersion Test (AIT) e Larval Packet Teste (LPT) (BAFF, 2006). Ainda
ha testes in vivo a campo, com a aplicacdo de acaricidas no préprio animal. Outras formas
atualmente utilizadas sdo as técnicas bioquimicas e moleculares (ECKSTEIN et al., 2016;
RAMOS et al., 2009).

Assim, os carrapatos tém sido, ha muito tempo, um entrave sério para o produtor no
dia-a-dia da propriedade. A despeito do esforco de todos os envolvidos no seu combate, o
problema sé tem aumentado no Brasil, principalmente pela intensificacdo dos sistemas de

producéo de leite e corte com aumento do grau de sangue europeu do rebanho, pelo aumento
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generalizado da resisténcia das populacGes de carrapatos as bases quimicas disponiveis no
mercado, e pela ainda insipiente disseminacdo da informagdo técnica disponivel,
considerando a magnitude do problema e a dimensdo do Pais (MARTINS; FURLONG,
2005).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Analisar a acdo fitoterapica do extrato de Arruda (Ruta graveolens) para o

controle do carrapato bovino, R. (B.) microplus.

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar in vitro, através do teste de imersdo de fémeas ingurgitadas, se o extrato
da planta medicinal Arruda (Ruta graveolens) causam mortalidade ou interfiram
em alguma fase de reproducdo do R. (B.) microplus através da andlise dos

seguintes itens:

e Apostura;

Taxa de eclosdo dos ovos;

Inibicdo da postura;

Eficiéncia reprodutiva e a

Eficécia do produto.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O carrapato - R. (B.) microplus

3.1.1 Histéria

Acredita-se que estes artropodes surgiram ha aproximadamente 240 milhdes de anos,
durante o periodo tridssico. Existem relatos que esses parasitas habitam a terra, em climas
guentes e Umidos, desde o final do periodo paleolitico ou inicio do mesolitico e vém se
adaptando a seus hospedeiros, criando uma associagao entre estes e 0s agentes infecciosos que
transportam. Ha registros da presenca do carrapato em uma gravura em tumba egipcia, datada
de 1500 a.C., representada por um animal semelhante a hiena com trés protuberancias no
pavilhdo auricular interno, que sugerem ser carrapatos (BROW et al., 2006). Sua introducéo
no Brasil, provavelmente, ocorreu no inicio do seculo XVII1, sendo atualmente encontrado em
todas as regides, variando de intensidade de acordo com as condi¢des climaticas e ragas de
bovinos (ANDREOTTI et al., 2014).

3.1.2 Taxonomia

O carrapato R. (B.) microplus (Acari: Ixodidae) é um dos principais ectoparasitas de
bovinos, ocasionando diversos problemas na pecuéria bovina mundial, tais como depreciacdo
do couro e queda na eficiéncia produtiva dos animais (BROW et al., 2006). Pertencem ao filo
Arthropoda, classe Arachnida, ordem Acari e subordem Ixodida e apresentam uma ampla

distribuicdo geografica.
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3.1.3 Morfologia

Este carrapato € um ectoparasita que se alimenta de sangue, Cujo prejuizo aos
bovinos é causado pelas formas adultas do parasita, as fémeas, também chamadas de
teledginas pois estas ingerem de 0,5 a 3,0 ml de sangue em toda a sua vida. O macho, bem
menor, bem menor se alimenta de pequena quantidade de sangue. O bovino perde peso,
produz menos leite e o enfraquecimento é generalizado, o que leva a pré-disposicdo de
doencas (GONZALES, 1975). Na familia do R. (B.) microplus o dimorfismo sexual é
acentuado (Figura 1). Os machos apresentam um escudo que recobre toda sua face dorsal e
nas fémeas, larvas e ninfas o escudo é reduzido, ndo vai do propodossoma, regido do corpo

que vai do primeiro ao segundo par de pernas (FLETCHMANN, 1990).

Figura 1. R. (B.) microplus. A) Fémea; B) Macho C) fémeas ingurgitadas em bovino.

Obrigatoriamente os carrapatos sdo parasitas hemat6fagos da maioria dos animais
vertebrados, podendo transmitir uma variedade de agentes patogénicos. Depois dos
mosquitos, os carrapatos sdo considerados o primeiro grupo de artropodes ectoparasitos a
transmitirem agentes patogénicos aos seres humanos, e ocupam o primeiro lugar na
transmissdo de agentes causadores de doengas aos animais (ANDREOTTI et al., 2014). A
presenca de hospedeiros sensiveis, somada as condi¢fes ambientais favoraveis, especialmente
entre 0s meses de setembro até meados de maio, levam a um aumento da populacdo de R. (B.)
microplus (GODOI; SILVA, 2009). Os prejuizos na pecudria causados por estes parasitas
podem provocar danos de morbidade e mortalidade nos animais. As condi¢fes climaticas
predominantes na maior parte do Brasil contribuem para aumentar a intensidade e o periodo
de parasitismo, tornando os prejuizos determinados pelas infestagbes um problema
significativo e impactante para os rebanhos bovinos nacional (VERISSIMO, 2015; RAYNAL
etal., 2015).


http://coo.fieldofscience.com/
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3.1.4 Ciclo Bioldgico

E um carrapato monoxeno e tem os bovinos como principal hospedeiro com
preferéncia para Bos taurus em relacdo a Bos indicus. Seu ciclo de vida (Figura 2)
compreende em: fase parasitéria e fase ndo parasitaria. A fase parasitaria tem inicio com a
fixacdo das larvas em hospedeiro suscetivel e término quando os adultos, incluindo as fémeas
fecundadas e ingurgitadas, se desprendem do hospedeiro para realizar a postura no solo
(PEREIRA; LABRUNA, 2008).

Figura 2. Esquema simplificado do ciclo de vida do carrapato R. (B.) microplus.

Ciclo de vida dos carrapatos -
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Fonte:http://sites.beefpoint.com.br/biogenesis-bago/conheca-mais-sobre-ocarrapato-
dos-bovinos-e-como-combate-lo/

A fase parasitaria, no bovino, dura aproximadamente 21 dias e a fase de vida livre,
no solo, pode durar de 30 dias a oito meses. Seu parasitismo inicia pela larva, quase
imperceptivel a olho nu (JUNIOR, 2015). As larvas infestantes passam do capim para o
bovino e tendem a se fixar nas regides de pele mais fina, como perineo, base da cauda, entre
pernas, virilha, Ubere, escroto e interior da orelha (PESSOA, 2014; FARIAS, 1995). Em
seguida fixam-se na pele e iniciam sua alimentacdo, que nos primeiros dias alimentam-se de
linfa. As larvas se distendem (metalarvas) e sofrem a primeira metamorfose ou muda,

originando as ninfas, em torno do oitavo dia apés a fixacdo. As ninfas se alimentam de
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sangue, se distendem (metaninfas), e sofrem nova metamorfose, liberando de seu interior um
individuo sexuado, macho ou fémea. O macho jovem chama-se neandro e ao se tornar adulto
sera denominado gonandro (15° dia apos a fixacdo). A fémea jovem chama-se neogina.
Quando adulta, semi-ingurgitada, chama-se partendgina (18° dia) e nessa fase ocorre a
fecundacdo. A fémea fecundada continua seu repasto sanguineo até se ingurgitar totalmente,
quando se chama teledgina (21° dia), se desprendendo do bovino e vai ao solo iniciar a fase de
vida livre (FARIAS, 1995).

Na fase ndo parasitaria a fémea ingurgitada de R. (B.) microplus pode chega a ter
1400% do tamanho da larva e assim que se desprende do hospedeiro e cai no solo, procura
abrigo, pelo menos parcial, embaixo de touceiras e de estoldes de capim, contra a luz solar
direta, em resposta ao fototactismo negativo, para a realizacdo da postura (PEREIRA;
LABRUNA, 2008; JUNIOR, 2015). Cada teledgina realiza a postura de 2.000 a 3.000 ovos.
Sob condi¢bes adequadas de umidade e temperatura (mais de 70% de UR e 27°C), o periodo
de postura se inicia dois a trés dias apds o desprendimento da teledgina, sendo totalizado ao
final de 15 dias. O frio do inverno no sul do Pais podem prolongar os periodos de pré-postura
e de postura do carrapato, pois sdo condi¢cdes ambientais desfavoraveis (FARIAS, 1995). O
pico de queda no solo de fémeas ingurgitadas ocorre entre seis e 10 horas da manh&. Este
dado é importante para compreender porque os tratamentos pela manha, apos este periodo,
devem ser evitados, pois pode ocorrer um grande desprendimento de parasitas vidveis antes
de entrar em contato com a droga (JUNIOR, 2015).

Encontrando condicBes climéticas favoraveis ao seu desenvolvimento, do extremo
Sul em direcdo ao Norte ou Nordeste, possibilitando-lhe completar de 2,5 a 5 geragdes por
ano, em locais com temperaturas médias anuais acima de 17° C. Esta¢les secas severas
podem limitar a sobrevivéncia do carrapato, podendo ir até a completa paralisacdo na
incubacdo, postura, e até mesmo o fracasso desses estagios, quando a sobrevivéncia de um
ano para outro se torna dependente da larva dormente do inverno (GODOI; SILVA, 2009). Os
diferentes graus de infestacdo também estdo relacionadas a época do ano, pois 0s animais sdo

mais sensiveis no outono do que no inverno (PESSOA, 2014).

3.1.5 Prejuizos ocasionados pelo R. (B.) microplus

Para evitar prejuizos em decorréncia da acdo espoliativa dos carrapatos existem

alguns métodos que procuram minimizar esse problema, tais como: o uso de produtos
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quimicos (carrapaticidas), vacinas, fitoterapico, selecdo genética e a preservacdo e/ou
utilizacdo de inimigos naturais (controle biologico). Esses métodos tornam-se ainda mais
eficazes quando empregadas na forma de “Manejo Integrado” e/ou “Estratégico”.

A inoculacdo da saliva (poderoso anticoagulante) do carrapato na pele dos bovinos
desencadeia uma reacdo, com liberacdo de grande quantidade de histamina, principal
responsavel pela irritacdo (JUNIOR, 2015). Os principais problemas causados pelo carrapato
aos bovinos sdo: ingestdo de sangue, uma fémea pode aumentar em 200 vezes o0 seu tamanho
que, dependendo da infestacdo, pode comprometer a producdo de carne e leite; inoculacdo de
toxinas no hospedeiro promovendo diversas alteracbes e consequéncias fisioldgicas;
transmissao de agentes infecciosos, principalmente Anaplasma e Babesias, responsaveis pela
tristeza bovina (GOMES, 1998).

Este carrapato é transmissor de diversos agentes patogénicos, destacando-se 0s
causadores da “Tristeza Parasitaria Bovina - TPB”, a qual compreende duas enfermidades
bem conhecidas - a babesiose, determinadas pelos protozoarios Babesia bigemina e Babésia

bovis e a anaplasmose, determinada por Anaplasma marginale (ANDREOTTI et al., 2014).

3.1.6 Controle do R. (B.) microplus

Desde o final do século XIX (1895) pesquisadores vém buscando produtos com a
finalidade de combater o carrapato dos bovinos. Experimentaram, entdo, cerca de 300
produtos como, por exemplo, creosoto, sabdo, fumo, querosene e enxofre, sempre, porém,
adicionados a 6leos minerais. Foi total o insucesso dessas experiéncias devido a mortalidade
de animais por intoxicacdo e ao fracasso no controle. Em 1896 surge a solucdo, por meio de
um fazendeiro australiano, o qual formulou uma receita de sucesso baseada no uso do
arsénico em diluicdo na &gua e para utilizagdo em banho, a qual é instituida como oficial pelo
governo da Australia. Durou pouco essa tranquilidade no controle do carrapato, uma vez que
em 1937 foi detectada resisténcia de populacGes do carrapato ao arsénico.

No Brasil, populacdes resistentes ao arsénico comecaram também a aparecer em
1946, e foram controladas com Hexaclorobenzeno (BHC), Diclorodifeniltricloroetano (DDT),
e outros produtos do grupo quimico dos organoclorados. E desde ai essa luta contra o
carrapato dos bovinos sé tendeu a aumentar. A despeito de todo o investimento feito pela
industria quimica em pesquisa e desenvolvimento, sucessivamente o carrapato foi sendo

capaz de desenvolver estratégias para escapar da intoxicacdo pelos carrapaticidas que foram
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sendo colocados no mercado. Depois de, no minimo, 50 anos de estudos em relagcdo ao
comportamento dos carrapatos diante dos carrapaticidas, resta muito a saber, porém ja é
possivel conhecer muito dessa relacdo e, com certeza, evitar os erros do passado e do
presente, responsaveis em parte, pelo atual estado de disseminacdo da resisténcia entre as
populagdes do parasita no Brasil (SOUZA; FURLONG, 2005). Os produtos de controle séo
classificados em grupos quimicos que podem ser, também, divididos segundo a forma de

atuacéo.

» De contato: Aplicados por meio de pulverizagdo, imerséo ou pour on.
»  Sistémicos: S&o aplicados por meio de injecGes ou pour on na linha dorsal. O
principio ativo do produto é metabolizado pelo organismo e distribuido por

todo o corpo do animal por meio da circulacdo saguinea.

Ainda hoje, o0 método mais empregado para controlar o parasita é baseado na
aplicacdo de acaricidas, 0s quais vem apresentando limitacGes em sua utilizacdo decorrente do
uso abusivo e inadequado destes produtos, aumentando a pressdo de selecdo de individuos e
levando ao desenvolvimento da resisténcia aos acaricidas utilizados. Assim sendo, escolher o
produto adequado ao combate da populacdo de carrapatos de cada propriedade por meio de
bioensaios é a forma correta para avaliacdo da suscetibilidade dos mesmos.

O controle convencional de parasitas baseado na utilizacdo de carrapaticidas, ha anos
vem demonstrando sua ineficacia como estratégia de controle a longo prazo, através de
recorrentes relatos de populacdes de ectoparasitas resistentes as formula¢es comercialmente
disponiveis. Além das perdas relacionadas & bovinocultura em si, existem diversos prejuizos
relacionados a mao-de-obra necessaria para o controle desse parasito, despesas com
instalacBes, compra de acaricidas e equipamentos adequados para sua aplicacao, entre outros
(FREITAS, 2006). Apesar de sua importancia econémica e das consequéncias de seu controle
quimico inadequado, inexiste um programa oficial, de ambito nacional, de controle ou manejo
integrado do carrapato bovino (GOMES; KOLLER; BARROS, 2011).

GOMES, (1998) afirma ainda que as pulverizagdes manuais sejam mais indicadas
para as propriedades com poucos animais, enquanto que os banheiros de imersdo sdo para
aquelas com grande numero de animais. Em qualquer dos métodos empregados, é de
fundamental importancia o periodo residual do produto, para que as aplicacBes sejam
realizadas com intervalos de 14 ou 21 dias. O numero de banhos com estes intervalos vai

depender da reducdo almejada e da densidade populacional. Existem duas alternativas de
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épocas de aplicacbes dos carrapaticidas: aplicar o primeiro banho em setembro/outubro inicio
das chuvas repetindo-se a operacdo mais trés vezes em intervalos de 14 ou 21 dias ou, apds o
primeiro tratamento, transferir os animais para pastagens limpas de carrapatos; a aplicacéo de
uma série de cinco ou seis tratamentos a intervalos de 21 dias no periodo de janeiro a marco.
Com isso, pode-se evitar o desenvolvimento das larvas do carrapato por um periodo de 105
dias, retirando grande parte da populagdo de larvas das pastagens e, consequentemente,

diminuindo significativamente a quantidade de teledginas no pasto.

3.1.7 Resisténcia do carrapato bovino R. (B.) microplus

Os relatos de resisténcia se estendem para diversos produtos como os piretroides,
sendo esta considerada a resisténcia mais disseminada, organofosforados, associagdo
piretréide-fosforado e ao amitraz (SILVA et al., 2000), sendo que o amitraz ap6s um
determinado tempo de utilizacdo (anos), podera reverter a resisténcia.

Ao longo do século passado a industria farmacéutica veterindria desenvolveu
medicamentos mais eficazes e como resultado, as perdas associadas a produtividade dos
rebanhos foram reduzidas. O acesso facil a produtos parasiticidas e a facilidade com que eles
podem ser aplicados, combinado ao progresso no conhecimento da epidemiologia de parasitas
de ruminantes, levou a um periodo de relativo sucesso no controle das parasitoses,
particularmente em sistemas de producdo intensivos. No entanto a falsa suposicdo de que o
controle parasitario pode ser facilmente realizado somente atraves da utilizacdo de produtos
quimicos levou ao aparecimento da resisténcia as bases quimicas parasiticidas mais utilizadas,
aumentando também a presenca de residuos nos produtos de origem animal, além da perda de
confiabilidade dos produtores na eficiéncia dos programas sanitarios de controle de parasitas
(VERISSIMO, 2015).

O principal método de controle do carrapato bovino R. (B.) microplus é o uso de
carrapaticidas sintéticos. Entretanto, o rapido desenvolvimento de resisténcia ao principio
ativo, os riscos de residuo nos produtos de origem animal e a contamina¢do ambiental tem
incentivado a busca por fontes alternativas de controle desse parasita (DANTAS, 2009).

Os mecanismos geralmente utilizados pelas populagdes resistentes de carrapatos para
sobreviver a aplicacdo do carrapaticida sdo: a reducdo na taxa de penetracdo do produto, as
mudancas no metabolismo, no armazenamento e na eliminacdo do produto quimico, e através

de alteracdes no local de agdo do produto. E importante salientar que, uma vez instalada a
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resisténcia de uma populacdo de carrapatos a um determinado produto, essa resisténcia seréa
também instalada para os outros produtos da mesma familia ou grupo quimico, ou ainda para
produtos diferentes, porém com atua¢do no mesmo sitio de acao, e, para sempre, sem reversao
da resisténcia, estando perdidos esses produtos dessa familia para utilizacdo na populacéo de
carrapatos do rebanho no futuro. No entanto, o que se percebe na préatica é que a industria, se
por um lado tem deixado a desejar no desenvolvimento de novos grupos quimicos, por outro
lado, alguns laboratorios tém buscado um diferencial na qualidade da matéria-prima e do
veiculo empregado em cada formulacdo. Como resultados, encontram-se produtos de
principios ativos semelhantes, mas com eficiéncias completamente diferentes em relacdo a
uma determinada populagdo de carrapatos. Portanto, o Unico critério confidvel para se decidir
pela utilizacdo ou ndo de um carrapaticida deve ser o resultado do teste de sensibilidade
realizado para cada propriedade (FURLONG; MARTINS; PRATA, 2007).

O uso inadequado e exagerado de vermifugos, carrapaticidas e outros, faz com que o
problema dos residuos se acentue, alarmando a sociedade consumidora. E desta forma que os
produtos organicos, e com eles, a agricultura organica, tém conquistando espaco na
agropecuaria, indicando uma forma de uso, isolada ou associada, de substancias naturais, que
geram produtos com menos residuos e mais valorizados no mercado (GODOI; SILVA, 2009),
Portanto, o controle do R. (B.) microplus representa um desafio para a viabilidade da pecuéria
mundial, tanto pelos custos com os tratamentos, quanto pela incerteza da eficacia do controle
pelo uso das drogas comumente utilizadas (NUNES et al., 2015; PESSOA, 2014).

Com o desenvolvimento da resisténcia contra drogas antiparasitarias, a industria tem
hesitado em investir na pesquisa de novos defensivos quimicos. O tempo de comercializagdo
de um novo produto é de dificil calculo, mas certamente limitado em funcdo da réapida
aquisicdo de resisténcia. A resisténcia a diversos acaricidas que se desenvolveu em isolados
do carrapato R. (B.) microplus se tornou um dos principais problemas da bovinocultura
brasileira, ja que ele é responsavel por grandes perdas econémicas e pela transmissdo de
hemoparasitos causadores da "tristeza parasitaria”. O uso de muitos dos carrapaticidas atuais
afetam o meio ambiente e outros organismos, fazendo com que se busque alternativas
urgentes para os produtos quimicos comerciais (CLEMENTE et al., 2007, PESSOA, 2014).

O diagndstico precoce da resisténcia em populacfes parasitarias pode viabilizar o uso
mais adequado dos grupos quimicos disponiveis para o controle das infestacGes por carrapato,
ja gque novos compostos nao estdo sendo disponibilizados com a mesma velocidade com que a
resisténcia se estabelece nas populagGes. Novas op¢Oes para o0 controle parasitario e para o

manejo da resisténcia em populacGes do carrapato dos bovinos séo prioritarias para que se
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possa reduzir a dependéncia quimica e a emergéncia da resisténcia, bem como o consequente
aumento dos custos de producgdo e dos riscos ambientais e a salde daqueles que trabalham e,
ou consomem alimentos de origem animal (VERISSIMO, 2015).

Dentro desse contexto, o uso de fitoterapicos aponta como uma alternativa no
controle do carrapato, podendo reduzir os impactos econdmicos e ambientais ao uso de
produtos quimicos sintéticos (DANTAS, 2009).

A ampliacdo dos cuidados e preocupacGes com 0s animais de companhia ou de
producdo esta diretamente relacionada com a questdo do bem-estar animal e a saude de
ambos. Para garantir a sanidade do animal, é necessario preservar o seu estado de salde,
evitando a transmissdo de doencas a outros animais e até mesmo aos seres humanos. Sabe-se
também que o uso de fitoterapicos tanto na medicina humana como na veterinaria deve-se a
algumas vantagens. Dentre elas destacam-se: preco reduzido e menores efeitos colaterais,
quando comparados aos medicamentos convencionais (SILVA et al., 2013).

Além disso, carrapaticidas a base de piretroide, ivermectinas, doramectina e
eprinomectina sobre a biologia de insetos coprofagos (aqueles besouros que se alimentam e
proliferam nas fezes dos bovinos, ajudando a desfazer os bolos fecais e incorporar a matéria
orgénica para o solo), sendo a moxidectina a molécula que menos influi sobre insetos que se
proliferam nas fezes de bovinos (VERISSIMO, 2015).

No Brasil, a resisténcia das populacdes de carrapatos aos carrapaticidas é
generalizada. De acordo com Ueno et al. (2012), o controle quimico ainda € a forma mais
utilizada para o seu controle, porém, ha relatos de resisténcia dos carrapatos a varios
principios ativos em diversos paises e que a maioria dos produtores ainda ndo conhecem o
biocarrapaticidograma e aplicam carrapaticidas sem critério técnico. Os resultados mostram a
necessidade de orientacdo aos produtores quanto a utilizacdo do biocarrapaticidograma como
critério para escolha do acaricida. Um monitoramento constante da resisténcia também é
relevante para melhor caracterizacdo do nivel de resisténcia.

H& relatos de resisténcia de populacGes deste ectoparasito a maior parte dos
pesticidas sintéticos usados no Brasil. Em alguns casos, R. (B.) microplus apresenta
resisténcia antes de entrar em contato com determinado produto. Isso ocorre porque ja
existiam alguns individuos naturalmente resistentes, ou entdo, como € mais comum, 0 uso
frequente do produto causou alteragdes genéticas em alguns individuos da populagéo
tornando-os menos suscetivel. E o chamado estabelecimento do alelo resistente. A
continuidade do uso desse produto faz aumentar o nimero de individuos com essa

caracteristica de resisténcia. 1sso ocorre, uma vez que morre a maioria dos individuos
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sensiveis e o0s resistentes acasalam entre si, produzindo descendentes cada vez mais
resistentes e em maior numero na populacdo. A predominancia do alelo resistente ou o
aparecimento da resisténcia € 0 momento em que a maior parte da populacdo descende de
carrapatos resistentes. Estes carregam, em maior ou menor porcentagem, 0S genes
responsaveis pelas alteracdes fisioldgicas, bioquimicas ou comportamentais, capazes de fazer
a populacdo sobreviver aos acaricidas empregados em seu controle (FURLONG, 2000;
PESSOA, 2014; SANTANA et al., 2009).

O combate a esses parasitas tem consumido recursos no emprego de acaricidas
quimicos, contudo, o desenvolvimento de resisténcia a esses produtos tem progredido
rapidamente. Diversas pesquisas relacionadas ao controle de R. (B.) microplus estdo sendo
desenvolvidas, tais como: o desenvolvimento de vacinas, rotacdo de pastagens, cruzamentos
com racas bovinas resistentes, controle biolégico com alguns tipos de fungos e uso de
homeopatia e extratos vegetais. Contudo, a maior parte dos pecuaristas utiliza ou tem acesso,
apenas a produtos quimicos para fazer o controle desse ectoparasita (BIEGELMEYER et al.,
2012; COSTA JUNIOR, 2014).

O mercado de substéancias acaricidas no Brasil movimenta cerca de US$ 960 milhdes
por ano e constitui 34% do mercado de produtos veterinarios. Para serem registrados, 0s
novos produtos para o controle do carrapato devem apresentar pelo menos 95% de eficécia,
segundo critérios do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (SILVA
FILHO et al., 2013).

3.2 Fitoterapia

Uma saida para os problemas de resisténcia advindos do uso constante de
medicamentos tradicionais séo as terapias ndo convencionais, como fitoterapia, homeopatia e
acupuntura. O Brasil sé teria a ganhar, principalmente em mercados externos, se 0s produtos
de origem animal, fossem obtidos de uma criacdo totalmente livre de residuos quimicos-
criacdo organica. Justifica-se, portanto, a realizacdo de uma pesquisa com a finalidade de
estender a Medicina Veterinaria o uso destes principios ativos das plantas medicinais,
provando cientificamente aquilo que ja &€ conhecido empiricamente: o poder das plantas
agindo na cura e manutencdo do equilibrio organico e ambiental (AURNHEIMER et al.,
2012; HOCAYEN; PIMENTA, 2013).
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A fitoterapia é o ramo da ciéncia médica que utiliza plantas, drogas vegetais e seus
preparados para o tratamento de enfermidades. A medicina verde, como também é conhecida,
¢ tdo antiga quanto o género humano. Pré-hominideos, pitencantropos, sinantropos ou
africantropos guiados pelo mesmo instinto que os gatos e os cachorros quando comem ervas
para purgar-se, sabiam distinguir as plantas comestiveis daquelas que podiam curar; cicatrizar
ou aliviar. O tratamento de diversas moléstias atraveés do uso da flora é conhecido desde a
antiguidade, porém em meados do século XIX, as plantas medicinais perderam sua
importancia e passaram a ser utilizadas como terapia alternativa no Brasil (POZZATTI et al.,
2012).

De acordo com Campos et al. (2012), as espécies boténicas mais usadas como
plantas pesticidas pertencem as familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae,
Lamiaceae e Canellaceae. Plantas com atividade inseticida tém sido utilizadas pelo homem
desde tempos remotos, e € uma préatica que continua até os dias atuais, com mais de duas mil
plantas com propriedades pesticidas conhecidas. Algumas plantas possuem extratos que
exibem atividade acaricida, como € o caso do 6leo de Neem (Azadirachta indica), o qual pode
ser uma alternativa para o controle do carrapato bovino, reduzindo a utilizacdo de acaricidas
quimicos, e por consequéncia reduzindo a pressdo de selecdo para a resisténcia (BROGLIO
MICHELETTI et al., 2010).

Na América Latina, a agricultura de subsisténcia tem utilizado diversas plantas para
o controle de insetos: alho (Allium sativum), fruta-do-conde (Annona squamosa), mamona
(Ricinus cummunis), Artemisia (Artemisia ludoviciana), louro (Laurus nobilis), coentro
(Coriandrum sativum), arruda (Ruta graveolens), cravo-de-defunto (Tagetes spp.), urtiga
(Urtica urens), maria-preta (Cordia verbenacea), chagas (Tropaeolum majus); erva-de-santa-
maria (Chenopodium ambrosioides); cavalinha (Equisetum arvense); mentastro (Ageratum
conyzoides); cardo-santo (Argemone mexicana); quebra-pedra (Euphorbia prostata);
guanxuma (Sida rhombifolia); geranio (Pelargonium zonale); horteld (Mentha piperita);
esporinhas (Delphinium sp); alamandra (Allamanda nobilis), e ainda os atrativos/repelentes
tayuid (Cayaponia tayuya) e eucalipto (Eucalyptus sp.) (VIVAN, 2005).

Uma alternativa para diminuir esses problemas € uso de biocarrapaticidas de origem
botanica. Os pesticidas botanicos sdo produtos naturais derivados do metabolismo secundario
das plantas. Esse metabolismo produz uma grande diversidade de compostos com agéo
carrapaticida que podem ser explorados através do uso de 6leos essenciais ou como modelo
para sintese de pesticidas sintéticos (CAMPOS et al., 2012).
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A ampliacdo dos cuidados e preocupacdes com 0s animais de companhia ou de
producdo estd diretamente relacionada com a questdo do bem-estar animal e a saide de
ambos. Para garantir a sanidade do animal, € necessario preservar o seu estado de saude,
evitando a transmissdo de doencas a outros animais e até mesmo aos seres humanos. Sabe-se
também que o uso de fitoterdpicos tanto na medicina humana como na veterinaria deve-se a
algumas vantagens. Dentre elas destacam-se: preco reduzido e menores efeitos colaterais,

quando comparados aos medicamentos convencionais (SILVA et al., 2013).

3.2.1 Controle de parasitas

Os extratos vegetais tém mostrado efeitos positivos na producdo animal e esses efeitos
estdo associados aos principios ativos presentes nas plantas. Os produtos originados de plantas sdo
chamados aditivos fitogénicos, fitobioticos ou nutracéuticos. Os produtos quimicos e farmacos
sintéticos geralmente causam aumento da resisténcia dos parasitas e tém um elevado tempo de
permanéncia no ambiente. Os extratos vegetais tém a vantagem de causar um desenvolvimento
lento de resisténcia. Além disso podem ser direcionados a espécies-alvo, sdo biodegradaveis e sdo
inbcuos ao ambiente, diminuindo a emissdo de residuos. Existe a possibilidade de que a
toxicidade dos extratos vegetais ocorra a concentracdes bastante elevadas e/ou exposicdo
prolongada e em dependéncia da espécie de peixe em questdo. Dessa forma, a toxicidade deve ser
um parametro testado durante a verificacdo da eficacia de fitoterapicos (SANTANA et al., 2015).

Para serem consideradas medicinais, pela ciéncia moderna, as plantas tém que
apresentar substancias de acdo farmacoldgica, que atuem direta ou indiretamente como
medicamento. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, sdo consideradas
medicinais as plantas tradicionalmente utilizadas como remédio por uma populacdo ou
comunidade, capazes de aliviar ou curar doencgas. Quando essas plantas sdo industrializadas
para se obter um medicamento, este é chamado fitoterapico (ANVISA, 2011) (SANTANA et
al., 2015).

A perda da eficiéncia de extratos de plantas, quando testado em animais é, sem
duvida, um obstaculo ao desenvolvimento de alternativas acaricidas. Este problema reflete a
dificuldade em controlar os extratos de plantas, devido ao elevado nimero de compostos
quimicos presentes. E preciso acrescentar que os produtos naturais mostram baixa persisténcia
no ambiente, por causa da degradacdo causada pela luz do dia, temperatura, pH e acdo

microbiana. No entanto, se a complexidade dos componentes e maltiplos modos de ac¢éo pode
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ser um obstaculo para 0 uso de extratos de plantas, por outro lado o desenvolvimento da
resisténcia é retardado. Diferencas relacionadas com condic¢des edafoclimaticas e o cultivo e
conservacao de materiais vegetais para a producéo de extrato podem implicar oscilagdes dos
resultados. Mesmo que a sintese de compostos quimicos é determinada pelas caracteristicas
genéticas da planta, fatores edafoclimaticos também interferem com este fator. Sendo assim, a
composi¢do quimica de extratos de plantas varia de acordo com a origem da planta
(BORGES; SOUZA; BARBOSA, 2011).

A etnoveterinaria € a ciéncia que estuda as praticas populares a favor da salde e bem
estar animal, e que tem como ramo o tratamento de patologias animais a base de plantas
medicinais. A adogdo das plantas medicinais como tratamento abrange todo o campo animal. As
plantas medicinais vém sendo exploradas e estudadas a fim de solucionar os impactos causados
nas culturas por uso de produtos quimicos e o aparecimento de doencas (SANTANA et al., 2015).

A resisténcia do carrapato a um produto carrapaticida pode surgir pelo uso continuo
do produto, h&a o aumento de individuos com essa caracteristica de resisténcia, uma vez que
morrem 0S sensiveis, ndo resistentes, e 0s resistentes acasalam entre si, produzindo
descendentes cada vez mais resistentes e em maior numero na populacdo. Ou seja, a pressdo
de selecéo aumenta a propor¢édo da populacéo de carrapatos que carregam 0s genes para estes
fatores de resisténcia. Portanto, os frequentes tratamentos com produtos quimicos sdo um dos
principais fatores que aceleram o aparecimento da resisténcia parasitaria (CAMILLO et al.,
2009).

No Brasil, de acordo com a resolugéo n° 89, de 16 de marco de 2004, foi criada uma
Lista de Registro Simplificado de Fitoterapicos. Nesta lista € encontrada a nomenclatura,
formas de uso, indicagdes e acgdes terapéuticas, boténica, o0 nome popular, a parte utilizada, a
padronizacdo, dose diaria, a via de administracao e restricdo de uso (ANVISA, 2011).

Uma saida para os problemas de resisténcia advindos do uso constante de
medicamentos tradicionais sdo as terapias ndo convencionais, como fitoterapia e homeopatia
(GOMES; KOLLER; BARROS, 2011).

O uso de extratos vegetais para controle de carrapatos, especialmente R. (B).
microplus, parece ser uma alternativa viavel, dado o enorme nimero de plantas com atividade
contra este carrapato que ja foram encontrados. No entanto, dificuldade na transposicéo a
eficacia obtida do laboratdrio ao campo é um dos principais obstaculos para sua utilizagdo. Ha
muitas vantagens de usar extratos vegetais: por exemplo, eles podem ser usados na criagéo de
gado organico ou até mesmo substituir acaricidas sintéticas e eles estdo associados a menor

ambiental e contaminagdo dos alimentos, mais lento desenvolvimento de resisténcia e baixa
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toxicidade para animais e seres humanos (BORGES; SOUZA; BARBOSA, 2011). A grande
maioria das triagens feitas com fitoterdpicos € realizada em estudos realizados in vitro (no
laboratdrio, avaliando a eficiéncia reprodutiva de fémeas ingurgitadas ou a viabilidade de
larvas aos produtos testados (VERISSIMO, 2015).

O Brasil s0 teria a ganhar, principalmente em mercados externos, se 0s produtos de
origem animal, fossem obtidos de uma criacdo totalmente livre de residuos quimicos-criacao
organica. Justifica-se, portanto, a realizacdo da pesquisa com a finalidade de estender a
Medicina Veterindria o uso destes principios ativos das plantas medicinais, provando
cientificamente aquilo que ja é conhecido empiricamente: o poder das plantas agindo na cura
e manutencdo do equilibrio organico e ambiental (AURNHEIMER et al., 2012).

3.2.2 Arruda (Ruta graveolens)

A Arruda (Ruta graveolens) nativa da regido mediterranea, € uma erva perene de
clima temperado a subtropical que ndo tolera excesso de umidade, considerada planta de
pleno sol (BLANCO, 2010; EMBRAPA, 2001)

3.2.2.1 Classificacdo e caracteristicas agronémicas

Pertence a Classe Dicotyledoneae, Ordem Rutales e Familia Rutaceae e é conhecida
popularmente como arruda-fedorenta, arruda- doméstica, arruda-dos-jardins, ruta-de-cheiro-
forte e ruda (SIMOES et al., 1999). E um subarbusto de folhagem densa com odor
caracteristico, atinge até 1,5 m de altura; folhas alternas, carnosas, pecioladas, de coloracédo
verde azulada, contendo glandulas oleriferas. As flores sdo pequenas, amarelo esverdeadas,
hermafroditas com pétalas livres entre si, lanceoladas, com brécteas pequenas; ovario stpero
com muitos 6vulos. O fruto é uma capsula com 4-5 lobos, arredondados; sementes pardas e
rugosas (EMBRAPA, 2001).

Né&o é exigente quanto ao clima. Desenvolve-se melhor em solos ricos em matéria
organica e bem drenados. Responde bem a adubacao nitrogenada em cobertura. A propagacao
é feita por sementes e estacas. O espacamento para plantio é de 0,60 x 0,50m. A colheita das

folhas é feita quatro meses apds o plantio, logo no inicio da floracdo, quando ainda estdo
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fechadas. A secagem das folhas e flores deve ser em local ventilado ou em secador com
temperatura méaxima de 35° C (folhas) e 30°C (flores) (EMBRAPA, 2001).

3.2.2.2 Constituintes quimicos e propriedades farmacoldgicas

Tem como principais constituintes quimicos, alcaloides, acido salicilico livre, alcool
metilnonilico e seus ésteres combinados aos acidos acético e valerianico, bergapteno,
chalepeusina, cineol, cocusaginina, cumarinas, dulcite, esquiamianina, eéter metilico do acido
metilantranilico, fendis, flavonoides, furocumarina, graveliferona, hesperidina, heterosideos
antocianicos, hidrocarbonetos, hibalactona (na raiz), lactonas, limoneno (raizes,
principalmente), matérias resinosas e pépticas, metilnonilcetona, metilnoilcarbinol, 6leos
volateis, 6leo essencial (0,07 a 0,09%), pineno, -pipeno, psoraleno, quercitina, ribalinidina,
rubalinidina, rutacridona, rutalidina, rutalinium, rutamarina, rutamina, rutaretina, rutina,
salicilato de metila, xantotoxina (SIMOES et al., 1999; DIAS et al., 2012).

O principio ativo da arruda, a rutina, conhecido como Vitamina P, exerce efeitos
sobre a permeabilidade capilar dos vasos sanguineos, sendo também efetivo no combate de
endoparasitas e ectoparasitas. Apesar disto, em doses moderadas ainda é utilizada como no
combate a gripe, emenagoga, anti-helmintica, anti-hemorréagica, abortiva, carminativa,
emoliente, antiespasmadica, analgésica, anti-inflamatoria, diaforética, psoriase, estomaquica,
estimulante e além do combate a onicomicoses possuem propriedades antiparasitarias (contra
sarna e piolhos) (GRANDI et al., 1989; EMBRAPA, 2001; DI STASI; HIRUMA-LIMA,
2002).

Alguns autores ainda relataram sua eficiéncia no tratamento da artrite por Candida
albicans, atividade antihiperlepidémica, efeito anticonvulsivante em ratos, supressdo da
imunidade celular, atividade anticarcinogénica, e efeito anti-inflamatério (BECHO, 2009;
MACIEL; PINTO; VEIGA JR., 2001). O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza
muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de
plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda
hoje nas regibes mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em
quintais residenciais (MACIEL; PINTO; VEIGA JR., 2001). As principais formas de uso da
Arruda (R. graveolens): Decocgdo, infusdo, extrato, cataplasma, alcoolato e sumo das folhas

misturado com outros sumos.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local

Para a realizacdo do experimento foram coletadas, fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus de bovinos, naturalmente infestados, que pertencem ao Hospital Veterinario (HV)
da Universidade de Cruz Alta (UNICRUZ), situada na cidade de Cruz Alta, regido noroeste
do RS no periodo de fevereiro a maio de 2016. Para evitar interferéncia no teste, foi
assegurado que os animais em que as amostras foram coletadas ndo haviam sido submetidos a

tratamento com acaricidas em um intervalo inferior a 30 dias.

4.2 Preparo do extrato de Arruda (Ruta graveolens)

O extrato da planta Arruda (Ruta graveolens) (Figura 3), foi produzido no
Laboratorio de Quimica da UNICRUZ, a partir das folhas e dos caules secundéarios desta
planta, sendo 225gr de arruda in natura triturada e depositada em um litro de alcool 70%, este
extrato ficou em repouso por 15 dias a luz natural e apos este periodo foi extraido o alcool,
passando 0 mesmo, pelo rotaevaporador, resultando no extrato testado. A solugdo foi diluida

em agua destilada, em diferentes concentrac@es, sendo:

Solucdo 1) agua destilada, 10 ml, grupo controle;

Solucdo I1) 10 ml de extrato 100%;

Solucgéo I11) 1:1; 10 ml de extrato, diluido em 10 ml de agua destilada (50%);
Solucéo 1V) 1:2; 10 ml de extrato, diluido em 20 ml de &gua destilada (33%)
Solucdo V) 1:3; 10 ml de extrato, diluido em 30 ml de 4gua destilada (25%).



4.3 Bioensaio

32

Figura 3. Arruda (Ruta graveolens).

Fonte: FRANCO, M. P., 2016.

Ap0s as duas coletas as fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus de bovinos, foram

levadas ao Laboratorio de Microbiologia do HV, para uma selecdo e pesagem das mesmas,

em balanca de precisdo. Uma a uma, as teledginas foram selecionadas, de acordo com o

tamanho e higidez, as maiores, mais ageis e distribuidas nas placas de Petri até totalizar 20

placas com 10 teledginas cada. As teledginas foram pesadas, ajustando-se o0 peso das mesmas,

pela substituicdo de algumas de maior ou menor peso, com o objetivo de uniformizar o peso

dos grupos (Tabela 1). O peso médio das teledginas por grupo foi de 2,219 (+0,4). As placas

foram identificadas com informacdes referentes ao extrato, diluicdo do mesmo e nimero da

repeticéo.
Tabela 1 - Peso das teledginas em Gramas.
Grupos Repeticdo 1  Repeticdo 2 Repeticdo 3 Repeticdo 4 Meédia/grupo
Grupo | 2,579 1,78 g 2,599 2,399 2,339
Grupo 11 2,529 1,899 2,239 2,344 2,249
Grupo Il 2549 161¢g 21 ¢ 2,23 ¢ 2,129
Grupo IV 2,569 1,829 2,13 ¢ 2,219 2,189
Grupo V 2,539 194 ¢ 2,06 g 2,239 2,199
Média 2,549 1,809 2,229 2,289 2,219
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4.3.1 Teste in vitro com as teledginas — Adult Imersion Test

Antes do inicio do teste, o extrato foi coado em papel filtro. A metodologia usada foi
0 teste in vitro por imersdo de teledginas, biocarrapaticidograma, no qual foi testado a acéo in
vitro do extratos da plantas R. graveolens, vulgarmente conhecida como arruda, em teledginas
do carrapato R. (B.) microplus. As teledginas foram divididas em cinco grupos (I, 11, Il1, IV e
V), cada qual com dez teledginas e com um peso homogéneo entre cada grupo, sendo
realizadas 4 repeticdes totalizando 200 teledginas.

Cada grupo foi imerso em 10 ml da solucéo testada, sendo Grupo | - 4gua destilada,
(grupo controle); Grupo Il - extrato 100%; Grupo 11 - extrato 50%; Grupo IV extrato 33,33%);
Grupo V extrato 25%, durante 10 minutos (Figura 4), o tempo foi marcado em relégio

analogico, sendo as mesmas, homogeneizadas a cada 2 minutos.

Figura 4. Extrato de Arruda (Ruta graveolens) em diferentes
concentragdes.

Fonte: FRANCO, M. P., 2016.

Em seguida as solugdes com as teledginas passou por coador de plastico e
imediatamente, todas as teledginas de cada grupo, foram levemente secas em papel toalha
(Figura 5). Na sequéncia, uma fita adesiva de dois lados foi aderida em cinco placas de Petri e
no lado oposto da fita, foram aderidas, em decubito dorsal, as teledginas, de forma que o
aparelho genital ficasse para cima e o capitulo da teledgina permanecesse para fora da fita
adesiva, cada uma das placas continham um grupo de dez teledginas (Figura 6), as quais,
posteriormente foram levadas para uma camara climatizada a uma temperatura entre 26 a

27°C e UR em torno de 80% e l& permanecendo até o término da postura. Conforme Gonzales
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(1975) as condicOes ideais para a sua evolucdo sédo de 26 a 27°C e UR superior a 70%,

qualquer varia¢do a mais ou a menos desses valores interferem no seu processo bioldgico.

Figura 5. Teledginas secas em papel toalha apds imersdo no
extrato testado.

Fonte: FRANCO, M. P., 2016.

Figura 6. Teletginas dispostas em cinco placas de Petri, cada
uma contendo dez exemplares.

Fonte: FRANCO, M. P., 2016.

Aos vinte dias do inicio da postura das teledginas (Figura 7), com uma espatula ou
um pincel, foram reunidos todos os ovos das dez teledginas de cada placa de Petri (Figura 8) e
assim transferidos para recipientes devidamente identificados para a pesagem dos ovos em

balanca de preciséo (Figura 9):



Figura 7. Ovipostura, vinte dias do inicio da postura das
teledginas.

Fonte: FRANCO, M. P., 2016.

Figura 8. Reunido de todos os ovos das dez teledginas de cada
placa de Petri.

Fonte: FRANCO, M. P., 2016.

Figura 9. Ovos transferidos para recipientes de plastico
devidamente identificados para a pesagem dos ovos.

35
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Depois da pesagem das massas de ovos, os mesmos foram transferidos para cinco
tubos de ensaio de vidro, com capacidade para 10ml, que foram fechados com algodé&o
hidrofilo e devidamente identificados (Figura 10) e levados novamente para a camara
climatizada e 1a permaneceram até a eclosdo das larvas de carrapatos R.(B.) microplus (Figura
11).

Figura 10. Ovos transferidos para cinco tubos de ensaio de
vidro, com capacidade para 10ml, que foram vedados com
algodéo hidrdfilo e devidamente identificados.

i

Fonte: FRANCO, M. P., 2016.

Figura 11. Eclos&o das larvas de carrapatos R. (B.) microplus.

Fonte: FRANCO, M. P., 2016.

Quinze dias ap6s o inicio da eclosdo dos ovos de cada grupo de teledginas, foi entdo
feita a analise visual do percentual de eclosdo dos ovos de cada grupo. Posteriormente com 0s
dados da eclosdo, a Eficiéncia Reprodutiva (ER) e a Eficiéncia do produtos (EP) foram
calculados.
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A eficécia do produto, em suas diferentes concentracdes, foi calculada segundo
Drummond et al. (1973); MAPA(1997).

ER=Peso dos ovos X % de eclosdo x 20000*

Peso das fémeas
ER= eficiéncia reprodutiva

*= nlmero de larvas que se tem, teoricamente, em um grama de ovos.

EP= ER controle — ER tratado x 100
ER controle

EP= eficiéncia do produto

4.4 Andlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como a média (x SEM). As diferencas entre as
médias foram comparadas por One-Way analise da variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Tukey, quando apropriado, utilizando o programa Graphpad Prism. Valores de P inferior a
5% foram considerados como sendo estatisticamente diferentes.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta planta foi selecionada devido a sua vasta utilizacdo na medicina humana, de
facil plantio, baixo custo e por ser perene, podendo assim produzir por uma década ou mais,
além de serem abundantes no RS, Brasil. No sentindo de localizar plantas com acéao acaricida,
os extratos foram avaliados através do teste de imersao de fémeas ingurgitadas. Esse teste tem
sido utilizado para detectar a resisténcia dos acaricidas, ¢ nos ultimos anos tém sido
amplamente empregado para avaliar a eficacia dos fitoterapicos. A utilizagdo de produtos
naturais e o controle biolégico no combate aos carrapatos apresentam maior seguranca, baixo
custo, boa eficacia, nenhum dano ao ecossistema e a saide humana (FURLONG, 1993).

Através do teste de imersdo em teledginas de R. (B.) microplus de bovinos foi
possivel observar que o extrato de Arruda (R. graveolens) foi capaz de inibir a postura
(oviposicao) das fémeas no Grupo Ill quando utilizada o extrato na (concentracdo de 50%)
(Figura 12, P<0,05). Nas outras doses do extrato (100, 33 e 25%), ocorreu uma tendéncia a
reducdo da postura (P=0,062).

Quando analisada a taxa de ecloséo dos ovos, pode ser observada que todas as doses
testadas dos extratos (Grupo I, Ill, IV e V) apresentaram menor porcentual de eclosdo de
ovos quando comparado ao Grupo | (controle), (Tabela 2). Ndo foi observada diferenca
significativa na eclosdo dos ovos entre as diferentes doses do extrato de arruda testadas.
Meédia de eclosdo dos ovos dos grupos Il (42,50%), 111 (45%), IV (50%) e V (55%).
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Tabela 2 -Percentual de Ecloséo (%) Analise visual

Abril/16 Maio/16 Maio/16 Maio/16
Grupos Repeticao 1° Repeticao 2° Repeticdo 3° Repeticao 4°
I 90 95 90 80
I 50 30 50 40
[ 50 40 30 60
\Y, 60 60 30 50
Vv 80 50 50 40

Figura 12. Médias das posturas (peso de ovo) e taxas de eclosdo, analisados in vitro,
utilizado diferentes concentracdes do extrato de Arruda (R. graveolens) em teleoginas de R.
(B.) microplus de bovinos pela técnica de imersdo de teledginas.
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Valores de P inferior a 5% foram considerados como sendo estatisticamente diferentes.
Letras diferentes representam diferenca estatistica. One-Way analise da variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey.

Na avaliacdo da inibicdo da postura, conforme mostra a Figura 13, pode ser
observado que o extrato de arruda, nas concentracGes 100, 50 e 33% apresentaram melhores

resultados quando comparados ao extrato na concentracdo de 25% e a solucdo controle.



40

Figura 13. Avaliacdo da inibicdo das posturas, analisados
in vitro, utilizado diferentes concentracdes do extrato de
Avrruda (R. graveolens) em teledginas de R. (B.) microplus
de bovinos pela técnica do biocarrapatidograma.
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Valores de P inferior a 5% foram considerados como
sendo estatisticamente diferentes. Letras diferentes
representam diferenca estatistica. One-Way analise da
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (n=40

por grupo).

A eficiéncia reprodutiva estd demonstrada na Figura 14. No Grupo II, lll e IV 0
extrato de arruda foi capaz de inibir as fases da reproducao estimada das fémeas ingurgitadas,
sendo que, esse efeito ndo foi evidenciado no Grupo V e sim nos grupos: Il (31,43%), IlI
(33,37%), e IV (36,68%). No entanto, quando analisada a eficacia do produto (Figura 14) nas
concentragfes 100%, 50%, 33% e 25% em teledginas ingurgitadas do carrapato R. (B.)
microplus, é possivel comprovar que o extrato de arruda possui efeito carrapaticida, ndo sendo
observada diferenca estatistica entre as diferentes concentracdes testadas do extrato, onde foi
encontrado o seguinte resultado por grupo: Il (53,89%), Il (54,92%), IV (51,71%) e V
(43,90%).
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Figura 14. Analise da eficacia reprodutiva e eficacia do produto utilizado diferentes
concentracBes do extrato de Arruda (R. graveolens) em teleoginas de R. (B.) microplus de
bovinos utilizado técnica de imersdo de teledginas.
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Valores de P inferior a 5% foram considerados como sendo estatisticamente diferentes.
Letras diferentes representam diferenga estatistica. One-Way analise da variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (n=40 por grupo).

Ressaltamos que a portaria no 48, de 12 de maio de 1997, da Secretaria de Defesa
Agropecudria, que aprova o Regulamento Técnico para Licenciamento e/ou Renovacdo de
Licenca de Produtos Antiparasitarios de Uso Veterinario, determinou que no Teste de Eficacia
para Carrapaticidas, o produto deve apresentar uma eficacia de no minimo 95% para obter a
aprovacdo (BRASIL, 1997). Contudo, Centro Mundial de Referéncia para a Resisténcia a
Acaricidas (WARRC), da Organizagdo Mundial para Alimentos e Agricultura (FAO) preconiza
como 80,00% de eficacia um excelente resultado.

Com a analise conjunta dos resultados, acreditamos que, apesar da Arruda (R.
graveolens) utilizada na forma fitoterapica do extrato da planta, ndo apresentar a eficiéncia
desejada, no controle de eclosdo dos ovos das teledginas de R. (B.) microplus, pode levar a
reducdo no numero de carrapatos nos animais. Nesse contexto, a fitoterapia surge como uma
alternativa importante no controle de parasitas, podendo reduzir os impactos econdémicos e
ambientais ao uso de pesticidas sintéticos.

Nas ultimas décadas, extratos de plantas tém sido utilizados como uma forma alternativa
contra ectoparasitas, pois possuem maior seletividade e causam menor dano a organismos nao
alvos, possuem menor toxidade ao meio ambiente e sdo reconhecidamente mais especificos. Além
disso, podem levar a uma reducdo de carrapaticidas quimicos nas propriedades, reduzindo custos
e melhorando o efeito do produto. Alguns extratos de plantas ou fitoquimicos sdo mais efetivos
contra organismos resistentes a diferentes compostos inseticidas e/ou acaricidas, provavelmente

por apresentarem diferentes mecanismos de agéo, relacionado ao fato de que no extrato da planta
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estdo presentes varios compostos responsaveis pela acdo carrapaticida (SILVA FILHO, 2013,
SANTANA et al.,, 2015). Diversos estudos contemporaneos avaliam as potencias agoes
antiparasitarias de diferentes fitoterapicos através de testes in vitro e in vivo, em especial aqueles
voltados para o controle de ectoparasitas, com destaque para 0s carrapatos e outros acaros
(BORGES et al., 2011).

Este resultado discorda com o observado por Clemente et al. (2007), onde extratos
vegetais de R. graveolens ndo apresentaram eficiéncia acaricida em nenhuma das quatro
concentracgdes testadas (6,25%, 12,5%, 25% e 50%), tanto em larvas quanto em fémeas, talvez
devido a baixa concentracdo dos extratos testados. J& o resultado deste trabalho corrobora
com o encontrado por Costa Junior (2014), o mesmo acredita que o extrato etandlico de folha
de R. graveolens, apresentou controle parcial em teledginas ingurgitadas de R. (B.) microplus
em ensaios in vitro.

Nas ultimas décadas, extratos de plantas tém sido amplamente utilizados contra
ectoparasitas, pois possuem maior seletividade e causam menor dano a organismos nao alvos
e sdo reconhecidamente mais especificos. Alguns extratos de plantas ou fitoquimicos sdo mais
efetivos contra organismos resistentes a diferentes compostos inseticidas e/ou acaricidas,
provavelmente por apresentarem diferentes mecanismos de agdo, relacionado ao fato de que
no extrato da planta estdo presentes varios compostos responsaveis pela acdo
carrapaticida (SILVA FILHO, 2013).

Vérias atividades da rutina, um dos principios ativos da Ruta graveolens, vem sendo
elucidados, esta também conhecida como Vitamina P, sabe-se que exerce efeitos sobre a
permeabilidade capilar dos vasos sanguineos, sendo também efetivo no combate de
endoparasitas e ectoparasitas, mas ndo se sabe corretamente 0 modo de acdo deste principio
ativo. Segundo Silva Filho (2013), o efeito toxico do material vegetal pode ser oriundo dos
odores produzidos ap6s a maceracdo dos constituintes celulares, que repelem ou prejudicam
as larvas, afetando o desenvolvimento para o estigio adulto e a consequente morte. E
importante a investigacdo do extrato bruto, etandlico e aquoso, pois algumas plantas possuem
mais de um constituinte quimico, como principio ativo, responsavel pela atividade bioldgica,
ou seja, atividade acaricida. Com o fracionamento desses extratos, observa-se reducdo ou
inativacdo da atividade bioldgica de alguns constituintes quimicos.

A superpopulacdo de carrapatos juntamente com o intenso uso dos acaricidas vem
submetendo as populacdes a uma forte pressdo, levando a uma selecdo de individuos
resistentes como também ocorrem perdas relacionadas a bovinocultura em si, existem

diversos prejuizos relacionados a méo-de-obra necessaria para o controle desse parasito,
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despesas com instalacbes, compra de acaricidas e equipamentos adequados para sua
aplicacdo, entre outros (FREITAS, 2006).

Este fenbmeno encontra-se em curva crescente em todas as regides onde o R. (B.)
microplus encontra condi¢bes favoraveis ao seu desenvolvimento, notadamente nas areas
tropicais. A selecdo de populagdes de carrapatos resistentes aos diferentes principios quimicos
que vem sendo utilizados gera um ciclo vicioso por estar sendo selecionadas populagdes
resistentes. Desta forma h& uma necessidade de utilizar acaricidas com diferentes
composicdes e associacdes em um curto periodo de tempo o que acaba ainda mais as
populacbes (SANTANA et al., 2009). Deve-se destacar também que o R. (B.) microplus pode
apresentar resisténcia mais rapidamente que outros carrapatos, provavelmente, pelo menor
periodo de tempo entre as geracfes (SANTANA et al., 2009; RAMOS et al., 2009).



6 CONCLUSAO

Este experimento mostrou que a acdo in vitro do extrato da Arruda (Ruta
graveolens), através do teste de imersdo de teledginas do carrapato R. (B.) microplus,
apresentou um resultado promissor, no controle de ecloséo dos ovos das mesmas, reduzindo
em mais de 52,11% (concentracdo 50%) da taxa de eclosdo, como também a utilizacdo deste
fitoterapico, podera levar a reducdo no nimero de carrapatos nos animais.

Observou-se que o extrato testado nas concentracdes 100,50 e 33% obtiveram um
bom resultado em relacdo a reducdo da média das posturas (peso de ovos), baixa taxa de
eclosdo, ocorreu inibicdo parcial da postura, como também foi capaz de inibir as fases da
reproducéo estimada das teledginas.

No entanto, quando analisada a eficacia do produto nas concentracdes utilizadas, €
possivel comprovar que o extrato de arruda possui efeito carrapaticida, ndo sendo observada
diferenca estatistica entre as diferentes concentracGes testadas do extrato.

Demonstrando assim, que este fitoterapico possui potencial para pesquisa como
agente terapéutico. Novas pesquisas sdo necessaria para isolamento dos principios ativos da
planta, para obtencdo de um produto mais especifico e analise da via de acéo.

Com estes resultados acredita-se que novos experimentos com esta planta, seria de
grande importancia para o controle deste carrapato, na bovinocultura, tanto de leite como de
corte, podendo possuir um uso promissor como um controle fitoterapico alternativo e de baixo

custo.
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