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Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliar a acfo carrapaticida in vitro do extrato etanélico (EE) de folhas de Xylopia
emarginata Mart. com diferentes teores de taninos sobre larvas de R. microplus. Para isso, as folhas de X. emarginata
foram coletas mensalmente durante o periodo de 12 meses para avaliar a producéo de taninos através da técnica de
solvdlise catalisada por butanol/HCI. Para avaliar a eficicia do EE, foi realizado o teste do pacote de larvas (TPL) com
leitura no intervalo de 24 horas de incubacdo utilizando as concentracoes de 25 a 100 mg mL", o controle negativo
contendo agua destilada e o controle positivo contendo carrapaticida quimico. Observou-se que o EE contendo 5,9%
de teor de taninos promoveu 80,44% de mortalidade na concentracdo de 100 mg mL. O EE contendo 13,2% de teor
de taninos promoveu 97,43% de mortalidade a 100 mg mL. Dessa forma, constatou-se alta atividade larvicida dos
extratos etandlicos de folhas de X. emarginata sobre larvas de R. microplus e essa atividade pode estar relacionada
aos teores de taninos.

Palavras-chave: Annonaceae. Carrapato bovino. Fitoterapia. Taninos.

Acaricide potential of Xylopia emarginata Mart. leaf extract against Rhipicephalus
microplus larvae

Abstract

The objective of this work was to evaluate the in vitro carrapaticidal action of ethanol extract (EE) of Xylopia emarginata
leaves Mart.com different tannin contents on R. microplus larvae. For this, as leaves of X. emarginata were collected
monthly during the period of 12 months to evaluate the production of tannins through the solveylysis technique
catalyzed by butanol/HCI. To evaluate the efficacy of EE, the larvae bundle test (TPL) was performed with reading
in the interval of 24 hours of incubation using concentrations of 25 to 100 mg mL?, the negative control containing
distilled water and the positive control containing chemical carrapaticide. It was observed that the EE containing 5.9%
tannin content promoted 80.44% mortality at the concentration of 100 mg mL?. The EE containing 13.2% tannin
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content promoted 97.43% mortality at 100 mg mL?. Thus, high larvicidal activity of ethanol extracts of leaves of X.
emarginata on Larvae of R. microplus was verified and this activity may be related to tannin contents.

Keywords: Annonaceae. Bovine tick. Phytotherapy. Tannins.

Introducao

O Rhipicephalus microplus representa um dos
ectoparasitas mais importantes para a bovinocultura.
Esse carrapato € responsdvel por elevadas perdas eco-
noémicas na cadeia produtora de leite, carne e couro,
podendo ocasionar o 6bito (Roy et al., 2017). Além disso,
as hemoparasitoses transmitidas por esse vetor compoe
um complexo de enfermidades de importincia em satide
publica como a babesiose humana (Hajdulek et al., 2013).

O principal método de controle desse parasito é
o quimico. Entretanto, o uso indiscrimidado dos produtos
carrapaticidas tem favorecido a resisténcia, inviabilizan-
do assim o controle efetivo, com aumento de risco de
contaminacdo ambiental e os produtos finais de origem
animal como carne e leite (Guerrero et al., 2012). A busca
por métodos de controle alternativos para o carrapato é
uma estratégia fundamental para a criacdo de bovinos
em condicOes tropicais (Webster et al., 2015).

Muitos metabdlitos secundéarios de plantas tém
sido utilizados no controle alternativo para minimizar os
impactos causados pelos produtos quimicos (Wiesbrook,
2004). O bioma Cerrado possui ampla diversidade de
flora contendo compostos e moléculas importantes com
principio ativos que podem ser utilizados no controle de
ectoparasitos (Bahia et al., 2009). A familia Annonaceae
¢ abundante nesse bioma. O género Xylopia, pertencente
a essa familia (Marimon-Junior e Haridasan, 2005) é
reconhecido por apresentar propriedades antimicrobiana,
acaricida, inseticida e nematicida (Konning et al., 2004),
entretanto ainda nio é conhecida sua atividade contra
carrapatos. Uma das espécies identificadas no Brasil é
Xylopia emarginata Mart. conhecida como “pindaiba-reta”,
que pode ser encontrada em lugares brejosos e em ma-
tas ciliares, principalmente nos estados da Bahia, Minas
Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul e Sio Paulo (Lorenzi,
1992).

Neste estudo, o objetivo foi avaliar o efeito car-
rapaticida in vitro do extrato etandlico das folhas de Xy-
lopia emargianata contendo diferentes teores de taninos
condensados contra larvas de Rhipicephalus microplus.

Material e métodos
Obtencao dos extratos etanodlicos

O material vegetal foi composto por folhas de X.
emarginata coletadas no municipio de Bonito de Minas,

no norte de Minas Gerais, na vereda Almescla (coorde-
nadas 45°95'W,15°88’Se43°95'W,14°40”S). As amostras

foram coletadas mensalmente no periodo de junho e
setembro de 2018. As exsicatas foram depositadas no
Herbario Montes Claros, voucher 6774 e a espécie foi
identificada considerando as caracteristicas descritas em
Lorenzi (1992).

As folhas foram selecionadas e foram descartadas
aquelas com deterioracoes. O material foi desidratado em
estufa a 40°C por 72 horas, e trituradas com o auxilio
de um triturador (Di Grano MDR - 302, Marca, estado,
pais). O pé foi armazenado em temperatura ambiente e
em sacos de papel para evitar incidéncia de luz.

O extrato etandlico (EE) foi obtido por meio da
submersédo de 100g de material vegetal em 1000 mL de
etanol PA (dlcool etilico), em recipientes de vidro ambar,
conservados em local escuro e por sete dias. Os extratos
foram filtrados em funil,com gaze e algod&o e levados a
estufa de circulagéo forcada de ar a 40°C, até a obtencéo
de peso constante (Nery et al., 2010). Os extratos secos
foram removidos e armazenados em frascos escuros e
as subaliquotas foram submetidas ao determinador de
matéria seca (Association of Official Analytical Chemists
- AOAC, 1990) (mg mL1) a 105°C para calculo das con-
centracOes avaliadas.

A deteminacdo dos teores totais de taninos con-
densados (proantocianidinas) foi avaliada ao longo do
periodo amostral, de acordo com Medeiros et al. (2019),
apds solvolise catalisada por dcido com n-BuOH/HCI 37%
(95:5), seguindo metodologia descrita por Hiermann et
al. (1986). Constatou-se que o EE de folhas coletadas em
junho e setembro apresentaram 13,2% e 5,9% de teores
de taninos condensados, respectivamente (Medeiros et
al., 2019).

Eficacia dos extratos contra larvas de R. microplus:
teste do pacote de larvas (TPL)

Para o experimento, foram utilizadas larvas de 15
a 28 dias pds-eclosido, provenientes de infestacdo natural
em bovinos provenientes de uma propriedade rural de
Bocaitiva-MG. Esses animais néo tiveram contato com
carrapaticida por aproximadamente 30 dias.

Os extratos foram avaliados nas concentracdes
25, 50, 75 e 100 mg mL'. Como controle negativo foi
utilizado agua purificada e a solucdo de Cipermetrina
a 0,025 mg mL* (Butox MSD Saude Animal, Sdo Paulo
Brasil) como controle positivo. Os procedimentos foram
realizados em quatro repeti¢oes.
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Os testes foram realizados de acordo com Stone e
Haydock (1962), inserindo-se aproximadamente 50 larvas
em pacotes confeccionados de papel filtro (Whatmann
nol) de 6 x 6 cm para cada repeticido. Posteriormente,
os pacotes foram vedados com grampos e impregnados
pelas solucdes. Cada grupo de repeticdes foi depositado
em placas de Petri. As larvas incubadas foram acondicionas
em estufa a 28°C e aproximadamente 70% de umidade
relativa por 24 horas. Ap6s esse periodo os pacotes foram
abertos sobre uma superficie branca, e as larvas vivas e
mortas foram quantificadas.

Andlises estatisticas

O estudo foi realizado em delineamento intei-
ramente casualisado comparando-se com o controle ne-
gativo contendo dgua e o controle positivo contendo
cipermetrina.

O numero relativo de larvas mortas sobre o nu-
mero total de larvas foi utilizado para anélise de varian-
cia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott

com 5% de significdncia em delineamento inteiramente
casualizado. As concentracdes letais para matar 90% de
larvas (CL90) foram estimadas pela andlise de regressao
probit do pacote estatistico Saeg 9.1.

Resultados e discussao

Os resultados consistem na primeira verificacao
da atividade acaricidade de EE de folhas de X. emarginata
frente a larvas de R. microplus. O EE extraido de folhas
coletadas durante o més de setembro (5,9% de teor de
taninos) promoveu 80,44% de mortalidade larval na
concentracdo 100 mg mL? (p<0,05) (Tabela 1). A CL90
para esse extrato foi de 44,08 mg mL! (Figura 1a). O EE
extraido de folhas coletadas do més de junho (13,2% de
teor de taninos condensados) promoveu taxas de morta-
lidade larval entre 96,43 a 97,43% nas concentracoes de
75 e 100 mg mL! respectivamente e que foram superiores
ao controle contendo dgua destilada (p<0,05) (Tabela
1). ACL90 para esse extrato foi de 41,54 mg mL" (Figura
1b).

Tabela 1 - Mortalidade larval de Rhipicephalus microplus tratados com extrato etanélico de folhas de Xylopia emarginata
com 5,9% e 13,2% deteor de taninos condensados.

Tratamentos Taninos condensados Taninos condensados
(mg mL-1) (5,9%) (13,2%)

100 80,44 Bb 97,43 Aa

75 77,28 Bb 96,43 Aa

50 74,23 Ba 75,49 Ba

25 7,97 Cb 51,24 Ca

Agua estéril 0 Da
Cipermetrina* 100 Aa 100 Aa
CV(%)** 10

* Cipermetrina 0,025 mg /mL (ButoxMSD Satide Animal, Sdo Paulo Brasil).

**Coeficiente de variagdo (%)

Letras maitsculas distintas indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos e minusculas indicam diferenca significativa (p < 0,05)

entre as diferentes concentracdes de tanino, por teste de Scott-Knott a 5%.

Ao analisar a eficdcia entre os diferentes extratos
em relacdo aos teores de taninos, observou-se diferenca
significativa nas concentrac¢des de 100, 75 e 25 mg mL!
dos extratos contenho 13,2% de teor de tanino, sendo
estatisticamente superior a eficacia dos extratos com
5,9% de teor de taninos.

Sabe- se que os taninos condensados sdo impor-
tantes no controle de parasitos pois essas substancias
sdo classificadas como redutores digestivos, com efeito
proporcional a concentracdo (Monteiro et al., 2011).
Reduzem significativamente o crescimento e a sobre-
vivéncia de artrépodes, uma vez que inativam enzimas
digestivas e criam um complexo de taninos-proteinas de
dificil digestao (Mello e Silva-Filho, 2002).

Segundo Fernandez -Salas (2011), extratos eta-
nolicos de plantas ricas em tanino como Acacia pennatula,
Piscidia piscipula, Leucaena aleucocephala e Lysiloma latisi-
liqguum representam alternativa promissora para o controle
de R. microplus. Entretanto, Vasconcelos et al. (2018)
observaram que presenca de niveis baixos de taninos
em extratos etandlicos de Ximenia americana, Piptadenia
viridiflora e Schinopsis brasiliensis também promoveram
eficacia acaricida contra teledginas de Dermacentor nitens
nas concentracdes de 100 e 150 mg mL?, indicando que
outros metabdlitos tambem poderiam participar com o
efeito acaricida.

O potencial acaricida de Annonacea pode ser
comprovado em estudo de Broglio-Micheletti (2009),
que avaliou o extrato etandlico das sementes de Annona
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muricata na concentracdo de 2% verificando 100% de
eficacia para mortalidade de teledginas de R. microplus.
O extrato aquoso da casca do fruto de Annona squamosa
apresentou atividade larvicida contra R. microplus, sendo

observadas mortalidades de 92 e 100% nas concentracoes
de 1.500 e 2.000 ppm, respectivamente (Madhumitha
et al., 2012).

Figura 1 — Porcentagerm de sobrevivéncia de larvas de Riphicephalus microplus em funcio da concentracdo do extrato
etanolico de folhas de Xylopia emarginata com 5,9% (a) e 13,2% (b) de teor de tanino.

Catto et al. (2009), observou em estudo, ativi-
dade acaricida elevada dos extratos etandlicos da raiz de
Anonna dioica, que apresentou efeito acaricida de 95% e
98,7% nas concentracdes de 5% e 20%. Além disso, 6leos
essenciais obtidos a partir de frutos e folhas de Xylopia
sericea demonstraram atividade acaricida sobre larvas
de Tetranychus urticae com eficacia de 95% a 10 mg/mL
(Pontes et al., 2007).

Deste modo, a espécie X. emarginata pode ser in-
cluida como potencial candidata no programa de controle

integrado de R. microplus, aumentando a possibilidade de
obter produtos naturais como alternativas aos acaricidas
sintéticos. Futuros estudos devem ser conduzidos com o
objetivo de testar o extrato em fémeas ingurgitadas, bem
como identificar os componentes acaricidas presentes
que possam ser utilizados em programa de controle de
carrapatos. Além disso, devem ser avaliada também a
influéncia do teor de taninos na mortalidade de fémeas
adultas de R. microplus para elucidar a sua influéncia em
diferentes fases de crescimento dessa espécie.
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Conclusao

Os extratos etandlicos obtidos de folhas de Xylo-
pia emarginata apresentam potencial para o controle de
larvas de Rhipicephalus microplus, sendo que, o extrato
com maior teor de teor de tanino apresentou eficacia
mais elevada no controle dessas larvas.
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