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Resumo

Extratos vegetais organicos e dleos emulsiondveis de Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) (nim) foram estudados
com o objetivo de avaliar seus efeitos no controle de fémeas ingurgitadas de Rhbipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini, 1887) em laboratdrio. Foram utilizados extratos orginicos hexanicos e alcodlicos a 2% (peso/volume), em
testes de imersdo, durante 5 minutos, preparados com sementes, solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) a 1%. O
experimento foi inteiramente casualizado, sendo constituido por 6 tratamentos e 5 repeti¢oes, cada uma delas representada
por 5 carrapatos. O grupo controle consistiu de fémeas sem tratamento. Com base nos resultados deste trabalho,
pode-se indicar que os tratamentos extrato de semente (hexano) e 6leo emulsiondvel I', em concentracio a 2%, possuem
significativo potencial adjuvante de controle do carrapato bovino, pois ocasionam a mortalidade nos primeiros dias apds
o tratamento ¢ interferem na reproducio, mostrando ser uma alternativa aos carrapaticidas normalmente utilizados.

Palavras-chave: nim, Azadirachta indica, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, carrapato, fitoterdpicos.

Abstract

Organic plant extracts and emulsified oil of Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) (neem) were studied to evaluate
its effects in control of engorged females of Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) in the laboratory.
Hexane and alcoholic organic extracts, 2% (weight/volume) were used in tests of immersion for 5 minutes, prepared
with seeds, solubilized in dimethylsulfoxide (DMSO) to 1%. The experiment was entirely randomized, consisting of
6 treatments and 5 replicates, each represented by 5 ticks. Control groups consisted of untreated females. Based on the
results of this work, we can indicate that the seed extract (hexanic fraction) and éleo emulsiondvel I' concentration to
2% have significant adjuvant potential to control the cattle tick, because, cause the mortality in the first days after the

treatment and interfere in the reproduction, showing to be an alternative to acaricides normally used.

Keywords: neem, Azadirachta indica, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, tick, phytoterapics.

"Base Nim®, Riomudas.

Introdugio

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini,
1887) (Acari: Ixodidae) é o mais importante ectoparasito em
dreas de exploracio pecudria, tanto em regides tropicais quanto
subtropicais, sendo responsdvel por severas perdas econdmicas
(ATHAYDE et al., 2001). Essa espécie, além de causar espoliagio
sanguinea em virtude do hematofagismo, lesa o couro e é o
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principal transmissor de agentes patogénicos para os bovinos
(BITTENCOURT et al., 1999).

O controle do R. (B.) microplus é feito principalmente por meio
de produtos quimicos, aplicados sobre 0 animal, com o objetivo de
combater as fases parasitdrias do carrapato (SANTOS JUNIOR;
FURLONG; DAEMON, 2000). O uso incorreto do carrapaticida
(subdoses, preparos inadequados, aplicagoes mal realizadas, etc.) faz
com que os carrapatos n3o morram apds contato com o produto. Cada
vez que os carrapatos sobrevivem a uma aplicagio de carrapaticida,
eles transmitem as geragoes posteriores informagdes genéticas de
como sobreviver aquele produto (FURLONG; PRATA, 20006).

www.cbpv.com.br/rbpv
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Dessa forma, o quadro atual do controle quimico do carrapato
caracteriza-se pelo aumento progressivo dos casos de resisténcia
desse ectoparasito e, consequentemente, pelo aumento na frequéncia
da aplicagao de acaricidas, com a presenga de residuos desses
produtos no leite e na carne (MENDES et al., 2007). Assim, o
combate ao carrapato estd direcionado a pesquisas de estratégias
de controle, isto ¢, uma combinag¢io do uso prudente e racional
dos parasiticidas disponiveis com as alternativas de controle, que
levam & manutengio de populagdes parasitdrias abaixo do seu
limiar econdmico com um minimo impacto ambiental (FAO,
2003). Como métodos alternativos nao-quimicos, incluem-se o
uso de animais geneticamente resistentes, o desenvolvimento de
vacinas, o gerenciamento de pastagem com alternincia de espécies
e o controle biolégico (LEAL; FREITAS; VAZ Jr., 2003).

A necessidade de métodos mais seguros, menos agressivos ao
homem e ao meio ambiente, tem estimulado a busca de novos
acaricidas a partir de extratos vegetais. Dessa forma, acredita-se
que o uso de extratos vegetais de uma forma isolada ou associada
pode causar um desenvolvimento bem mais lento da resisténcia.
Outro fator importante ¢ a redugdo do problema de residuos bem
como sua caracteristica biodegraddvel (MORALES; GARCIA,
2000; ROEL, 2001; IANNACONE; LAMAS, 2002).

A utilizacio de extratos vegetais no controle do carrapato tem
sido foco de pesquisas em vérios paises (CHUNGSAMARNYART
etal., 1991; WILLIAMS, 1993; VATSYA et al., 2006; ALVAREZ
etal., 2008). No Brasil, trabalhos que utilizaram 6leos emulsiondveis
de eucalipto (Eucalyptus spp.) (Myrtaceae), rotenoides extraidos
do timbé (Derris urucu) (Fabaceae) (VERISSIMO, 2004), e
azadirachtina, presente em plantas da familia Meliaceae (Melia
azedarach) (BORGES et al., 2003; SOUSA et al., 2008),
mostraram-se promissores no controle desse parasito.

As plantas da familia Meliaceae sao as mais exploradas por
possuirem compostos secunddrios, que s3o encontrados em todas
as partes da planta, principalmente nas folhas, frutos e sementes.
O nim, Azadirachta indica A. Juss, é a espécie botanica atualmente
mais estudada e classificada como um pesticida de alta eficiéncia e
baixo efeito residual (MARTINEZ, 2002; AGUIAR-MENEZES,
2005). O principio ativo azadirachtina, contido no nim, pode
tornar-se importante no controle de pragas, pois tem largo espectro
de acdo, ¢ compativel com outras formas de manejo, nio tem
agio fitotdxica, é praticamente atdxica a0 homem e nio agride
o meio ambiente (MARTINEZ, 2002). Extratos dessa planta
foram utilizados para o controle de algumas espécies de carrapatos
como Hyalomma anatolicum excavatum Koch (Acarina: Ixodidae),
Amblyomma americanum L. (Acarina: Ixodidae) e Dermacentor
variabilis Say (Acarina: Ixodidae) (ABDEL-SHAFY; ZAYED,
2002; SANTOS et al., 20006).

Dentre as vdrias marcas de nim comercializadas como 6leo
emulsiondvel, nio se tem a informagao precisa de quais substancias
estdo contidas no produto final e sua eficicia no controle do
carrapato bovino.

O presente trabalho teve como objetivo estudar, em laboratério,
a mortalidade (%) e o tempo letal (dias) em fémeas ingurgitadas
de R. (B.) microplus submetidas a extratos e 6leos emulsiondveis
de nim e solvente (DMSO), em testes de imersio, bem como o
nimero de massas de ovos oriundas dessas fémeas, peso da massa
de ovos (g), eclosio larval (%) e eficiéncia do controle (%).
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Material e Métodos

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Entomologia
do Centro de Ciéncias Agrdrias da Universidade Federal de
Alagoas (CECA, UFAL), localizado no municipio de Rio Largo,
AL (9° 27’ S e 35° 27’ W, altitude 127 metros), & temperatura
média de 27,6 + 1 °C e umidade relativa média de 77,4%, em
novembro e dezembro de 2008.

Foram utilizados 6leos emulsiondveis de nim em duas marcas
comerciais (I e II)! adquiridas no comércio local e extratos de
sementes da mesma planta preparados no Laboratério de Produtos
Naturais, do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL).

Apés a coleta das sementes, foi realizada a secagem em estufa
com circulagio e renovagiao de ar a 40-45 °C, durante 48 horas e,
em seguida, fez-se a trituragio em moinho de facas para obten¢ao
de pé fino, o qual foi imerso em hexano, na propor¢io de 1 parte
de pé para 3 partes do solvente, durante 96 horas. O extrato
foi filtrado, e a suspensio e a evaporagio do solvente realizada
em evaporador rotativo a vdcuo (50 °C, & pressao reduzida) e,
posteriormente, sobre a torta restante foi realizada mais uma
extragio com etanol. Os residuos concentrados obtidos na
extracio foram dissolvidos em etanol, colocados em frascos de
vidro previamente etiquetados e acondicionados em capela para
a evaporagio mdxima do solvente. Para a obten¢ao dos extratos
brutos, cada um deles foi submetido ao processo de liofilizacao.
Um dia antes, o material foi colocado em freezer para, em seguida,
ser liofilizado por 24 horas. Dessa forma, obteve-se o extrato
bruto, sem solvente e dgua. Na etapa seguinte, cada extrato bruto
foi pesado com o frasco para o ajuste do volume extraido. Esses
frascos foram acondicionados em geladeira, a +5 °C, para evitar
a ocorréncia de microrganismos.

As fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus foram coletadas
de animais isentos de carrapaticida quimico de contato por pelo
menos 30 dias. Os locais de coleta nos bovinos foram o tbere,
tetos, testiculos, entrepernas, papeira e o pavilhdo auricular,
que so as estruturas em que frequentemente sdo encontradas
(GONZALES, 1975; CORDOVES, 1997), tendo-se o cuidado
de separar fémeas maiores que 5> mm em comprimento. As fémeas
ingurgitadas coletadas foram acondicionadas em placas de Perri e
levadas ao laboratério em caixa térmica contendo gelo, para evitar
oviposi¢io prematura e reduzir a mobilidade do parasito dentro
das placas. Posteriormente, foram pesadas em balanca analitica
BG 400 (Quimis®), com precisio de 0,001 g.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
seis tratamentos e cinco repetigoes, considerando-se cinco fémeas
ingurgitadas como repeticio. O grupo controle foi representado
por fémeas isentas de quaisquer tratamentos. Os tratamentos foram
compostos pelos extratos orginicos (hexinico e etandlico) e leos
emulsiondveis I ¢ IT, 2% (peso/volume), os quais foram, no momento
da montagem do bioensaio, solubilizados em dimetilsulféxido
(DMSO) a 1% e diluidos em 4gua destilada e esterilizada,
formando assim solugées de 100 mL, nas quais 25 fémeas foram

'I: Base Nim®, Riomudas, http://www.riomudas.com.br/oleo_nim.htm;
1I: Nim-I-Go®, Agrobiolégica Solugoes Naturais, http://www.organicsnet.com.br/

produto_detalhe.php?id_prod=502&busca=
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imersas durante 5 minutos. Visando 2 avaliacao da sensibilidade
das fémeas ao solvente DMSO, incluiu-se o tratamento 4gua
destilada e esterilizada em que se adicionou DMSO 1%. Todo o
material bioldgico permaneceu em condigoes ambientais.

As coletas de dados foram feitas a partir do terceiro dia da
montagem do bioensaio, onde foram registradas, a cada trés e
quatro dias até as primeiras eclosoes larvais, a mortalidade das
fémeas, ntimero de oviposigoes, peso da massa de ovos e percentual
de eclodibilidade (14 dias ap6s a dltima pesagem da massa de
ovos) por meio de porcentagens, com variagio de 0 a 100%,
eficiéncia do produto e tempo letal. Os célculos para eficiéncia
do produto (EP) foram avaliados segundo as equagoes prescritas
por DRUMMOND et al. (1973). Os valores obtidos foram
submetidos 2 andlise de varidncia, sendo as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

A mortalidade variou de 20 + 6,4% a 96 + 4,0%, alcancando
valor estatisticamente igual e superior para 6leo emulsiondvel 1
e extrato da semente (hexano), que foram os tratamentos mais
promissores e diferentes do 6leo emulsiondvel II. Os tratamentos:
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extrato da semente (etanol), controle e dgua + DMSO foram iguais
entre si, apresentando valores de mortalidade, respectivamente,
32 + 8,4%, 24 + 7,4% e 20 + 6,4% (Tabela 1). Esses resultados
divergem dos obtidos por Oliveira et al. (2007), que concluiram
que somente a utilizagio de solugdes preparadas com 6leo comercial
de nim, enriquecidas em teor de azadirachtina-A por meio da
maceracio de sementes trituradas em hexano e metanol, com
concentragoes acima de 25%, poderio ser eficientes para eliminar
as fémeas.

Quanto a sensibilidade a0 DMSO, Chagas et al. (2003),
relataram como excelente permeabilizador de membranas,
permitindo a penetragio do produto a ser testado de maneira rdpida;
no entanto, o fato de causar alta mortalidade em R. (B.) microplus
prejudica seu uso, mesmo em concentragio de 25%.

Em relacio 2 oviposicio, os tratamentos extrato da semente
(hexano) e éleo emulsiondvel I mostraram ter grande potencial na
redu¢io do nimero de massas de ovos (11,00 + 2,92 € 12,20 + 1,28,
respectivamente), diferindo dos demais tratamentos, que foram
iguais entre si, variando entre 21,00 + 1,05 222,80 + 0,92. Extrato
da semente (hexano) e 6leo emulsiondvel I tiveram, respectivamente,
0,20 + 0,07g ¢ 0,23 + 0,01 g, menores pesos de massas de ovos,
com os demais tratamentos nao diferindo entre si (variagao entre

0,39 + 0,04g a 0,46 = 0,05 g) (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem + (erro-padrio da média) da mortalidade das fémeas ingurgitadas, niimero de oviposicoes, peso da massa de ovos,
porcentagem de eclosdo larval, e porcentagem da eficiéncia do produto em Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887), apds a
utilizagdo de extratos da semente e leos emulsiondveis a base de nim a 2% (peso/volume); dgua + DMSO 1% e do grupo controle em teste

in vitro, com 25 fémeas/tratamento.

Tratamento Mortalidade Ne de oviposicdes Peso da massa de ovos Eclosao Eficiéncia do produto
(%) (® (%) (%)

Controle 24,00 + 7,4ab 22,60 + 1,86b 0,46 + 0,05¢ 100,00 + 0,00a 0,00 + 0,00a
Agua + DMSO! 20,00 + 6,4a 22,80 + 0,92b 0,45 + 0,03c 75,00 + 0,00a 21,42 + 11,24b
Oleo emulsionavel 12 96,00 + 4,0c 12,20 + 1,28a 0,23 + 0,01ab 80,00 + 9,35a 65,60 + 11,01c
Oleo emulsionavel 113 48,00 + 8,0b 21,00 + 1,05b 0,39 + 0,04bc 100,00 + 0,00a 17,60 + 8,18ab
Extrato semente (hexano) 96,00 + 4,0c 11,00 + 2,92a 0,20 + 0,07a 40,00 + 16,96b 73,20 + 18,77¢
Extrato semente (etanol) 32,00 + 8,4ab 21,20 + 1,24b 0,43 + 0,02c 100,00 + 0,00a 17,00 + 10,22ab
C.V(%) 21,83 23,02 20,18 59,35 26,40

Valores seguidos pela mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05).

'Dimetilsulféxido.
“Base Nim®, Riomudas, http://www.riomudas.com.br/oleo_nim.htm.

*Nim-I-Go®, Agrobiolégica, http://www.organicsnet.com.br/produto_detalhe.php?id_prod=502&busca.

Tabela 2. Valores acumulados (%) de fémeas ingurgitadas mortas no perfodo de 4 a 21 dias apés a imersio (DAI) em extratos da semente e 6leos
emulsiondveis a base de nim a 2% (peso/volume), dgua + DMSO 1% e do grupo controle em teste in vitro, com 25 fémeas/tratamento.

DAI (Dias Apés Imersao)

Tratamentos 4 7

Controle 0a 0a
Agua + DMSO! 0a Oa
Oleo emulsionavel I? 12,00c 24,00¢
Oleo emulsionavel 113 Oa 8,00b
Extrato semente (hexano) 28,00d 32,00d
Extrato semente (etanol) 4,00b 8,00b

11 14 18 21

Oa 8,00b 12,00a 24,00b

Oa 4,00a 20,00¢ 20,00a
24,00c 36,00d 88,00d 96,00e
12,00b 12,00¢ 16,00b 48,00d
44,00d 60,00e 88,00d 96,00¢e
12,00b 12,00c 20,00c 32,00c

Valores seguidos pela mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05).

'Dimetilsulféxido.
“Base Nim®, Riomudas, http://www.riomudas.com.br/oleo_nim.htm.

3Nim-I-Go’, Agrobioldgica, http://www.organicsnet.com.br/produto_detalhe.php?id_prod=502&busca.
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Esses resultados estdo parcialmente em concordincia com os
obtidos por Borges et al. (2003), que utilizaram Melia azedarach
(Meliaceae) a 0,25% observando in vitro inibicao total da
oviposi¢do em fémeas ingurgitadas imersas no extrato bruto de
frutos maduros extraidos com diferentes solventes. Além disso,
observaram elevada taxa de mortalidade de larvas e alta eficdcia
sobre fémeas ingurgitadas. Embora o extrato nao tenha matado
as fémeas adultas, inibiu total ou parcialmente a produgio de
ovos e a embriogénese, diferentemente do que se observou, pois
a mortalidade de fémeas nesse bioensaio foi elevada.

O extrato da semente (hexano) foi o tnico que diferiu
estatisticamente dos demais tratamentos em relacio 2 eclosio larval
(40,00 + 16,96%), sendo a variagdo para os demais tratamentos
entre 75,00 + 0,00% e 100,00 + 0,00% (Tabela 1).

Analisando-se a eficiéncia dos extratos botanicos, observou-se
que o nim (fra¢io hexanica) foi o mais promissor (73,20 + 18,77%),
sendo estatisticamente igual ao éleo emulsiondvel I (65,60 + 11,01%)).
Os demais tratamentos mostraram-se iguais entre si, com valores
entre 0% e 21,42 + 11,24% (Tabela 1), com exce¢io de dgua
+ DMSO (21,42 + 11,24%). Segundo Aguiar-Menezes (2005), a
azadirachtina inibe a biossintese do horménio protoracicotrépico
(PTTH) e, como consequéncia, ndo ocorre a biossintese de outros
horménios, o que impossibilita os passos normais da troca de
tegumento (ecdise) e também inibe a maturagio dos ovos. Valente,
Barranco e Sellaive-Villaroel (2007) compararam in vivo a eficicia
do extrato aquoso de folhas frescas de nim (1 kg de folhas frescas:
5 L de 4gua), aplicado em banhos semanais (2 L/animal) durante
um més, com a da abamectina, em aplicacdo uma vez no dorso,
para controle de R. (B). microplus. Constataram que nao houve
diferenca na infestacdo entre os grupos, podendo o extrato vegetal
substituir a abamectina dentro de um programa zootécnico de
controle dos carrapatos no semidrido.

Em rela¢do ao tempo letal, os tratamentos controle e dgua +
DMSO comegaram a matar a partir dos 14 dias apds a imersio
(DAI). Em contrapartida, extrato da semente (hexano), éleo
emulsiondvel I e extrato da semente (etanol) sobressairam jd aos
4 DAI, eliminando, respectivamente, 28, 12 e 4% das fémeas.
A mortalidade foi se incrementando com o passar do tempo,
alcangando aos 14 DAI, 60, 36 e 12% das fémeas mortas para
extrato da semente (hexano), 6leo emulsiondvel I e extrato da
semente (etanol), respectivamente. Com 18 DAL, os tratamentos
extrato da semente (hexano) e 8leo emulsiondvel I se igualaram
(88% de fémeas mortas), e, com 21 DAI, atingiram 96%. O
controle obteve no mdximo 24% de fémeas mortas ¢ dgua +
DMSO 20% (Tabela 2).

No bioensaio realizado, apesar de ter vindo de mesma fonte
(matéria-prima semente), o extrato da semente (hexano) possibilitou
a extracdo direta da azadirachtina. Essa observagio nao ocorreu
com o extrato da semente (etanol), que extraiu somente principios
ativos contidos na torta de nim.

Com base nos resultados deste trabalho, pode-se indicar
que os tratamentos extrato da semente de nim (hexano) e dleo
emulsiondvel I, em concentra¢io a 2%, possuem significativo
potencial adjuvante no controle do carrapato bovino, pois, além
de ocasionar a mortalidade das fémeas ingurgitadas, nos primeiros
dias ap6s o tratamento, interferem na sua reproduco, mostrando
ser uma alternativa aos carrapaticidas normalmente utilizados.
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