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RESUMO

O presente trabalho avaliou a atividade carrapaticida do extrato etandlico das folhas da planta
Rinorea pubiflora (Canela de macuco) e do latex (seiva lactescente) da planta Hura crepitans
(Assacu) em ensaios biolégicos com a utilizagdo de larvas infestantes de R. sanguineus e B.
microplus e sua agdo mutageénica. Os testes foram feitos em duplicata com a utilizacdo de
larvas infestantes, sendo as mesmas colocadas em envelopes impregnados com latex da H.
crepitans em 5 concentragdes, sendo: 25,6; 51,2; 76,8; 102,5 e 128,1 mg/mL de agua destilada.
Para o0 extrato etandlico da R. pubiflora utilizou-se as concentragdes: 26,7; 53,4; 80,0; 106,7 e 133,4
mg/mL de agua destilada e a mortalidade das larvas foi verificada no tempo 6, 12 e 24 horas para
ambas as plantas testadas, ap6s terem sido colocadas nos envelopes. Os resultados desses ensaios
biolégicos demonstraram que o latex da planta H. crepitans teve atividade carrapaticida
significativa em todas as concentrac@es utilizadas (acima de 95%), tanto para R. sanguineus como
para B. microplus e o extrato etandlico da planta R. pubiflora ndo demonstrou atividade
carrapaticida em nenhuma das concentracdes testadas.

Palavra-chave: Boophilus microplus, Rhipicephalus sanguineus, Rinorea pubiflora, Hura
crepitans.

ABSTRACT

The acaricidal activity of the latex obtained from Hura crepitans and the ethanolic extract of
Rinoria pubiflora (Canela de macuco) leaves against “infectious” larvae of Rhipicephalus
sanguineus and Boophilus microplus was evaluated by filter paper contact toxicity bioassays. The
biotoxicity of the latex and the extract against the larvae was assessed separately and in duplicate.
The larvae were incubated in filter paper envelopes impregnated with the compounds in 5 different
concentrations as for 24 hours. For the latex of H. crepitans was utilized differents concentration as:
25.5; 51.2; 76.8; 102.5 e 128.1 mg/mL of destilate water and for the ethanolic extract was utilized
26.7; 53.4; 80.0; 106.7 and 133.4 mg/mL of destilate water. The larvae were observed at 6, 12 and
24 hours and their mortality rate was recorded. The H. crepitans latex demonstrated a significant
acaricidal activity (over 95 %) for the larvae of R. sanguineus and B. microplus.
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1. INTRODUCAO

Formulas alternativas de controle de pragas tem sido uma tendéncia mundial tanto
na &rea agricola como veterinaria, objetivando a obtencdo de alimentos com indice menor
de residuos quimicos e consequentemente uma melhor qualidade de vida para a populacdo
(MORRONE et al., 2001).

Inseticidas e acaricidas provocam certo grau de poluicdo ambiental, sendo
prejudiciais a vida e ao meio ambiente, esses residuos no leite e na carne constituem um
problema universal e de grande importancia na saide publica e sua presenca interfere na
comercializacdo de produtos de origem animal (UILENBERG, 1996).

O conhecimento empirico do uso do latex da Hura crepitans pelos povos da
Amazbnia como inseticida despertou a possibilidade do uso da espécie para se
avaliar um provavel uso carrapaticida. A queima da madeira da H. crepitans produz fumaca
inseticida, o latex produzido pela arvore é caustico e irritante, destroi tecidos ulcerados e
acredita-se que se usado em doses minimas € anti-reumatico e anti-helmintico.

A lecetina presente no latex de H. cripitans € uma proteina toxica (RATES, 2000).
A hurina e creptina sdo uns dos principios ativos da H. crepitans, o latex pode provocar a
morte se usado na razdo de 6g/50kg de peso corporal. O albumen que envolve a semente
constitui um purgante, mas a semente desprovida de albimen é comestivel por certos
macacos e araras, 0s indios Ipurinds usam o latex da H. crepitans para envenenar flechas e
outras tribos também o utilizam para imobilizar peixes jogando o latex na dgua (MESA,
1974; CORREA, 1978; STIRPE et al., 1983).

Da familia Violaceae, a espécie Rinorea Pubiflora (Benth.) Sprague & Sandwith.
Arbusto com cerca de 8 metros de altura, caule cilindrico, marron, ramos com tricomas.

Folhas pecioladas, peciolos com tricomas, simples, oposta, eliptica, base de aguda e

atenuada, apice acuminado, margem sinuada, nervura peninérvia, discolor, face
adaxial verde escura com tricomas nas nervuras e face abaxial verde clara com tricomas
espacados nas nervuras, tricomas translicidos, membranacea, 12 x 5 cm. Inflorescéncia do

tipo racemo, pedunculo piloso. Flor diclamidea, heteroclamidea, hermafrodita, dialissépala
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(5 sépalas) creme, actinomorfa, isostémone, dialistémone e antena livre,

Fruto cépsula lopulicida (3 valvulas) imaturo verde (RADFORD et al,, 1974; VITAL;

VITAL, 2000).

Direcionar estudos para carrapatos B. microplus e R. sanguineus se deve ao fato dos
mesmos parasitarem animais domeésticos e consequentemente estarem ligados ao convivio
humano. E, utilizar extrato etanolico da planta R. pubiflora e do latex da H. crepitans em
teste bioldgico com larvas de B. microplus e R. sanguineus é buscar alternativas usando
produtos de nossa biodiversidade amazodnica como agente carrapaticida, contribuindo
assim, com a preservacdo do meio ambiente e colaborando para o desenvolvimento
econdmico sustentavel da regido.

O presente estudo objetivou avaliar a atividade carrapaticida do extrado etandlico
das folhas da planta Rinorea pubiflora (Canela de macuco) e do latex (seiva lactescente) da
planta Hura crepitans (Assacu) em ensaios bioldgicos com a utilizacdo de larvas

infestantes de R. sanguineus e B. microplus e sua acdo mutagénica.

2. MATERIAL E METODOS

O material vegetal foi seco em estufa a 40°C durante 15 dias, posteriormente
triturado e posto em etanol 99%, e o extrato etandlico obtido foi filtrado e a evaporacdo do
solvente feita em rotoevaporador.

Através do método descrito por Barbosa (2004) foi realizado teste para identificacéo
das principais classes de substancias (flavonoide, alcaldides, terpenos e esteroides).

Para a obtencdo do latex de H. crepitans foi utilizado a técnica idéntica a utilizada na coleta
do latex da Hevea brasiliensis. Para extrair o latex, séo feitas incisdes na casca ou retiram-
se camadas bem finas conhecidas como sangria, que nada mais € que a remogdo de um
pequeno volume de casca, em um corte inclinado que permite 0 escoamento da seiva,
liquido denso e viscoso, colhido em pequenas canecas afixadas na extremidade inferior do
corte, que endurece lentamente, em contato com o ar (MONT’ALVAO, 2011). Foram

coletados 900 mL e armazenado em recipiente plastico e mantido em temperatura de 0°C.
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A obtencdo das Iarvas iniciou-se com a coleta de fémeas mgurgltadas as quals foram

confinadas em frasco de 500mL com tampas, e mantidas em dessecadores.
2.1 Ensaios bioldgicos

Os ensaios biologicos foram feitos segundo Organizacdo de Alimentos e de
Agricultura das Nagdes Unidas (FAO,1971), seguindo o mesmo modelo tanto para o R.
Sanguineus como para o B. microplus.

Foram preparadas cinco concentracdes de extrato etandlico da R. pubiflora sendo,
26,7; 53,3; 80,0; 106,7 e 133,4 mg/mL de agua destilada e para uma melhor solubilizacdo
do extrato utilizou-se 30 gotas de Tween 20 antes da adi¢do da &gua destilada. O controle
negativo foi feito com 30 gotas de Tween 20 em 7,5 mL de agua destilada.

Foram utilizadas cinco diferentes concentracfes do latex da H. crepitans, 25,6; 51,2;
76,8; 102,5 e 128,1 mg/mL de &gua destilada e o0 controle negativo apenas com agua
destilada.

Utilizou-se 70 larvas com 18 dias ap0s eclosdo dos ovos, sendo escolhidas as que
estavam na borda do recipiente por mostrarem boa mobilidade, foram colocadas em
envelopes impregnados com as solugdes testes, os quais foram vedados e deixados em
temperatura ambiente e umidade em torno de 80%. O teste foi realizado em duplicata.

A observacdo da mortalidade foi feito no tempo de 6, 12 e 24 horas. Para
mortalidade maior contaram-se 0s vivos e para mortalidade menor contaram-se 0s mortos e
no final das 24 horas verificou-se a mortalidade para cada caso. As larvas vivas foram
separadas e colocadas sobre algoddo embebido em solucdo de detergente para imobiliza-

las. Somente as larvas que se deslocavam eram consideradas vivas.
2.2 Analise mutagénica

A analise mutagénica seguiu o padrdo descrito por (MENEGUETTI et al., 2012).
Foram utilizados exemplares de A. cepa, de tamanho pequeno, uniforme, de mesma origem,
ndo germinados e saudaveis, adquiridos no mercado municipal do Municipio de
Ariquemes, Ronddnia, Brasil, tendo inicio no dia 12/05/2012 e término no dia 17/07/2012.
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Os bulbos foram postos a germinar, por um periodo de 72 horas a temperatura de
25°C, em frascos apropriados, com a parte inferior mergulhada em solucdo contendo 50mL
de 4agua destilada e o extrato vegetal em teste, em cinco concentrac@es diferentes, com 10
repeticdes cada. O primeiro experimento contendo apenas dgua destilada, os seguintes 5uL;
10pL; 25uL e 50uL de extrato da planta.

Quando as raizes atingiram o comprimento de 0,5 a 3cm, foram coletadas para
analise de micronucleos, lavadas em agua destilada, hidrolisadas com HCI a IN/L por 10
minutos em banho-maria a 60C° e apds, sendo os tubos de ensaio resfriados em agua
corrente.

Apbs a lavagem dos meristemas hidrolisados em &agua destilada foram feitos
esfregacos em duas laminas para todas as concentracdes, totalizando 100 laminas e ap6s 30
minutos de secagem as laminas foram coradas com o Kit Panotico Rapido LB que é
composto de trés recipientes: o primeiro com triarilmetano a 0,1%, o segundo com xatenos
a 0,1% e o terceiro com tiazinas a 0,1%, sendo as ldaminas mergulhadas 10 vezes em cada
recipiente com submerséo de 1 segundo de duracdo na sequéncia acima descrita.

Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua destilada e secas a temperatura
ambiente. Em cada repeticdo das doses, foram preparadas duas laminas com um total de
100, sendo 20 para cada dose.

A avaliacdo das laminas consistiu na observacdo da presenca de microndcleos em
1.000 células em interfase por bulbo em microscopia éptica, com objetiva de 40x e ocular
de 10x tendo um aumento de 400x (POLETO et al., 2011; FAO et al., 2012).

2.3 Analise estatistica

Os resultados dos ensaios bioldgicos para verificagdo da atividade carrapaticida do
extrato etanolico de R. publiflora e do latex da H. crepitans foram armazenados no
programa estatistico STATISTIES 6.0 sendo os mesmo utilizados na confeccdo dos
graficos e o indice de mortalidade corrigido pela férmula de ABBOTT (1925), transcrita
abaixo.

% mortalidade= mortalidade das larvas tratadas — mortalidade das larvas do controle x 100

100-mortalidade das larvas do controle
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Para a analise estatlstlca foi realizada a anélise da variancia ANOVA e guando

detectada diferenca significativa na analise foi utilizada o procedimento de comparagoes
maltiplas de Tukey com nivel de significancia 5%.

Na anélise estatistica da mutagénicidade foi utilizado o teste de variancia (ANOVA)

e o teste (Tukey) com auxilio do software GraphPad Prism 5.0.
3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Classe de Substancias

Os resultados obtidos nos testes para classe de substancias indicou que R. pubiflora

possui esteroide e o latex da H. crepitans possui alcaléide em sua composicao.
3.2 Atividade carrapaticida

Tabela 01 - Relacdo da concentragédo do latex de Hura crepitans em funcéo da mortalidade

de larvas de Boophilus microplus no decorrer do tempo nas cinco concentragdes e controle

negativo.
Dosagem Mortalidade Média (%) + Desvio-Padréo
Mg/mL Oh 6h 12 h 24 h
Controle  0.00 +0.00 a° 0.00+0.00 a 2.35+0.04 a 8.35+134a
25.6 0.00+0.00a  8579+0097b 90.1+1.66b 100.00 £ 0.00 b
51.2 0.00+0.00a 88.75+1.77b 91.89+0.61b 100.00+0.00 b
76.8 0.00+0.00a 92.59+0.13¢ 96.45+141c 100.00+0.00 b
102.5 0.00+0.00a 94.17+0.99 ¢ 100.00+0.00d 100.00+0.00 b
128.1 0.00+0.00 a 95.39+0.08 ¢ 100.00+0.00d 100.00+0.00 b
H. horas

Os resultados presentes na tabela 01 mostram que o latex da H. crepitans apresentou
atividade carrapaticida para larvas B. microplus em todas as concentragdes testadas, com
pequenas diferencas significativas entre as cinco concentragdes no tempo de 6 e 12 horas,
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mas com uma mortalidade de 100%em todas as concentragoes apos 24 has S|gn|f|cando

que a concentracdo de 25,6 mg/mL é economicamente mais viavel.

Tabela 02 — Mortalidade de larvas Rhipicephalus sanguineus, por a¢do da Hura crepitans
em diferentes dosagens observada a cada 6 horas por 24 horas.

Dosagem Mortalidade Média (%) + Desvio-Padréao
Mg/mL Oh 6h 12 h 24 h
Controle  0.00 % 0.00 a* 243+3.44 a 6.21+155a 11.22+1.37 a

25.6 0.00+0.00 a 55.39+3.36b 91.89+1.53b 93.88+1.64b
51.2 0.00+0.00 a 54.17+0.23b 93.19+0.10b 96.41+1.64b
76.8 0.00£0.00a 62.38+0.17 bc 97.30+0.10c 100.00 +0.00 c
102.5 0.00+£0.00a 69.99+256bc  100.00+0.00d 100.00 £ 0.00 c

128.1 0.00+0.00 a 84.99+355¢ 100.00 + 0.00 d 100.00 +0.00 c
H. horas

Os resultados destacados na tabela acima mostram que apds 24 horas as cinco
diferentes concentragbes do extrato etanolico da R. pubiflora apresentaram atividade
carrapaticida em larvas de R. sanguineus, embora com pequena diferenga significativa entre
as duas primeiras concentracdes em relagcdo as demais, mesmo com indice de mortalidade
menor, as duas primeiras concentragdes alcancaram os padrdes estabelecidos pelo
Ministério da Agricultura, onde determina que um produto pode ser considerado

carrapaticida quando seu indice de mortalidade ap6s 24 horas for igual ou superior a 95%
(BRASIL, 1990).
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Tabela 03 — Comparagao da mortalldade das larvas do Boophllus mlcroplus nas cinco
concentracdes do extrato etanolico da Rinorea pubiflora e controle negativo em funcgéo do
tempo de contato.

Dosagem Mortalidade Média (%) = Desvio-Padréo
mg/mL Oh 6h 12 h 24 h

Controle 0.00£0.00 a 0.00£0.00 a 2.10+£0.03 ab 429+0.06a
26,7mg/mL 0.00£0.00 a 0.00£0.00 a 2.33+£0.08 ab 2.33+£0.08b
53,3mg/mL 0.00£0.00 a 0.00£0.00 a 1.25+1.77 5.00+£0.00c
80,0mg/mL 0.00£0.00 a 0.00£0.00 a 2.27+£0.07 ab 6.81+0.22d
106,7mg/mL 0.00£0.00 a 1.10+153a 3.28+1.50 ab 6.59+0.10d
133,4mg/mL 0.00 +0.00 a 1.25+1.77a 5.60+0.08 b 10.13+0.18 e

H. horas

Observando os resultados da tabela acima se constata que o extrato etanolico da R.

pubiflora ndo possui atividade carrapaticida em larvas de B. microplus em nenhuma das

cinco concentracfes apds 24 horas, pois o indice de mortalidade foi inferior a 95% e a

mortalidade nas cinco concentracdes teve niveis de significancia baixos em relacdo ao

controle negativo.

Tabela 04 - Comparacdo da mortalidade das larvas de Rhipicephalus sanguineus em
contato com as 5 concentracBes do extrato etandlico da Rinorea pubiflora e controle
negativo em funcdo do tempo de contato.

Dosagem Mortalidade Média (%) = Desvio-Padréao
mg/mL O0h 6h 12 h 24 h

Controle 0.00 +0.00 0.00 +0.00 2.10+0.03 4.21 +0.06
26,7mg/mL 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 1.09 £ 1.53 3.28+1.50
53.3mg/mL 0.00 +0.00 0.00 +0.00 2.67 £0.05 3.98+1.81
80,0mg/mL 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 2.22+0.00 4.44 £ 0.00
106,7mg/mL 0.00 +0.00 1.11+£1.57 2.27 +0.07 5.56 +1.55
133,4Amg/mL 0.00 +0.00 2.41+0.03 3.54 +1.57 7.14 +£0.24

H. horas

CEDSA

Porto Velho, 28 a 30 de Novembro de 2012

Centro de Estudos e Pesquisas Interdiscilinar
em Desenvolvimento Sustentavel da Amazonia



Na tabela 04 pode ser observado que 0 extrato etanélico da R. publflora ndo possm

atividade carrapaticida em larvas de R. sanguineus em nenhuma das cinco concentragdes,
pois ndo houve diferencas significativas entre o indice de mortalidade do controle negativo
e as concentracOes do extrato etandlico.

O resultado dos testes para verificar atividade carrapaticida mostrou que o extrato
etandlico da R. pubiflora ndo apresentou atividade carrapaticida e o latex da planta H.
crepitans mostrou-se como uma alternativa para o controle de carrapatos.

A ineficiéncia do extrato etandlico da R. publifora na mortalidade de carrapatos nao
descarta a possibilidade desta planta possuir atividade carrapaticida a nivel de o6leo
essencial, visto que esta metodologia ndo foi aplicada nesta pesquisa.

A atividade carrapaticida do latex da H. crepitans pode estar relacionada aos
alcaldides e/ou as proteinas hurina, lectina e crepitina. A lecitina é uma proteina
considerada inseticida, proteinas com acdo inseticida precisam ser ingeridas pelo inseto
para que seus efeitos acontecam, uma vez que 0 exoesqueleto oferece protecdo contra
agentes hidrofilicos e macromoléculas como é o caso das proteinas. Em conseqiiéncia o
mecanismo de acdo da maioria das proteinas inseticidas envolve interferéncias com o
processo digestivo, agindo nas enzimas digestivas (CARLINE, 2004).

O alcaldide encontrado no latex da H. crepitans pode estar agindo de forma
semelhante a nicotina. A atividade inseticida da nicotina esta relacionada com sua
semelhanca na configuracdo e distribuicdo de cargas como a acetilcolina, onde o ion
nicotinico interage com a acetilcolina, atuando como inseticida, interferindo no sistema
nervoso (PILLI; YOSHINAGA, 2003).

De acordo com as normas do Ministério da Agricultura um produto é considerado
carrapaticida quando sua eficacia for igual ou superior a 95% de mortalidade de carrapatos
adultos ou de formas imaturas (Brasil, 1990). Os resultados deste estudo indicam que 0
latex de H. crepitans mostrou-se como um carrapaticida eficiente no combate a R.
sanguineus e B. microplus.

Comprovando assim, a eficiéncia do latex de H. crepitans como carrapaticida, pois
embora nas duas primeiras concentracfes ndo tenham alcancado 100% de mortalidade
como as demais, possuem atividade carrapaticida, pois o indice de mortalidade foi superior
a 95%.
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Sugere-se que, a pequena dlferengaestatlstlca observada no efelto carrapat|C|da do

latex de H. crepitans frente a larvas de B.mircroplus e R. sanguineus pode estar relacionado
ao ciclo bioldgico, visto que, o B. microplus possui toda a sua fase parasitaria em um unico
animal sem se desprender do mesmo, sofrendo assim, menos com variacdes ambientais,
atribuindo-lhes assim uma possivel menor resisténcia em relacdo ao R. sanguineus o qual
possui um ciclo bioldgico intercalado com trés hospedeiros na fase parasitaria.

Os resultados dos testes foram confirmados através do teste ANOVA e comparagao
multipla de Tukey e o indice de mortalidade corrigido pela formula de ABBOTT.

Para determinar qual das substancias presentes no latex da H. crepitans que possuli
atividade carrapaticida sugere-se um estudo posterior onde através de coluna
cromatografica possa-se separar os componentes, bem como a realizacdo de novos ensaios
bioldgicos para verificacdo da atividade carrapaticida e identificacdo da(s) substancia(s)
presente(s) que age(m) como carrapaticida(s).

Sendo H. crepitans comum nas areas alagadas das margens dos rios da regido
amazénica, viabilizar o uso do seu latex como agente carrapaticida € valorizar a
biodiversidade local sem correr o risco de sacrificar as arvores, bem como incentivar 0 uso

racional do meio ambiente colaborando para o desenvolvimento sustentavel da regido.
3.3 Andlise mutagénica

Os resultados ndo puderam ser analisados pois nos estratos das duas plantas em
todas as concentragdes inibiram até mesmo a germinacdo dos meristemas de A. cepa, nao
sendo possivel a observacdo das células germinadas e os efeitos mutagénicos ocasionado

nas mesmas.
4. CONCLUSAO

Constatou-se que o latex da planta H. crepitans teve atividade carrapaticida
significativa em todas as concentracOes utilizadas (acima de 95%), tanto para R. sanguineus
como para B. microplus e o extrato etandlico da planta R. pubiflora ndo demonstrou
atividade carrapaticida em nenhuma das concentracgdes testadas.
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Ja os resultados mutagenlcos foram msatlsfatorlos sendo |nd|cad0 a reallza(;ao dos

efeitos utilizando outros testes mutagénicos.
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