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Resumo

Apesar da importancia social e comercial da bovinocultura, infestacdes
por ectoparasitas, como o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
apresentam-se como um grande empecilho econémico. O controle atualmente
é realizado por meio de carrapaticidas sintéticos e o seu uso indiscriminado
tem contribuido para o surgimento da resisténcia dos parasitas a maioria das
moléculas disponiveis. Assim, alternativas efetivas, economicamente viaveis e
potencialmente seguras devem ser investigadas, como o uso de derivados
naturais associados a fungos entomopatogénicos. Esse estudo avaliou
extrativos vegetais de Achyrocline satureioides (Lam) D.C. e Schinus
lentiscifolius (March.) D. C., associados e nao associados ao fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana, bem como a enzima quitinase por ele
produzida, sobre diferentes estagios do ciclo de vida do carrapato do boi R.(B.)
microplus. A atividade carrapaticida dos extratos vegetais, do fungo, das
associacbes dos mesmos e quitinase, foi analisada por testes in vitro tais como
o teste de imersdo de fémeas ingurgitadas, teste de contato em papel
impregnado e teste de imerséo de larvas. Os resultados obtidos demonstraram
gue os extrativos, quando associados ao fungo tem sua a¢édo potencializada
chegando a atingir 100% de mortalidade sobre larvas. Outro fator relevante é
gue o teste de imersdo de larvas permite uma melhor avaliacdo dos produtos
analisados, devido ao tempo que fica em contato com as larvas. Frente as
fémeas ingurgitadas os resultados ndo foram significativos devido ao tempo
gue o fungo necessita para agir e com isso néo foi possivel interromper o ciclo.
A utilizacdo de quitinase sobre larvas ndo apresentou mortalidade superior a
utilizacado de extratos sendo apenas efetiva quando o tratamento consistiu de
associacdo de particdo hexanica de A. satureioides e enzima. Os resultados
obtidos com as espécies vegetais associados ao fungo sao considerados

promissores e abrem novas perspectivas de estudos.

Palavras chave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus; Achyrocline

satureioides; Schinus lentiscifolius; Beauveria bassiana; quitinase.



Abstract

Despite the social and commercial importance of cattle farming, ectoparasite
infestations, such as the tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus, present
themselves as a major economic obstacle. The control is currently carried out
using synthetic acaricides and its indiscriminate use has contributed to the
emergence of parasite resistance to most of the available molecules. Thus,
potential alternatives that are effective, economically viable and safe should be
investigated, such as the use of natural derivatives associated with
entomopathogenic fungi. This study evaluated plant extracts of Achyrocline
satureioides (Lam.) D.C. and Schinus lentiscifolius (March.) D.C. associated
and not associated with the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana, as
well as the chitinase enzyme produced by it, over different stages of the life
cycle of the cattle tick R. (B.) microplus. The acaricide activity of plant extracts,
fungus, their associations and chitinase, was analyzed by in vitro tests such as
the immersion test of engorged females, contact test on impregnated paper and
larvae immersion test. The results obtained demonstrated that the extractives,
when associated with the fungus, have their potentiated action reaching 100%
mortality on larvae. Another relevant factor is that the larvae immersion test
allows a better evaluation of the evaluated products, due to the time that is in
contact with the larvae. The results were not significant compared to engorged
females due to the time that the fungus needs to act and, therefore, it was not
possible to interrupt the cycle. The use of chitinase on larvae did not present a
higher mortality than the use of extracts, being only effective when the
treatment consisted of an association of hexane partition of A. satureioides and
enzyme. The results obtained with the plant species associated with the fungus

are considered promising and allow possibilities for further studies.

Key words: Rhipicephalus (Boophilus) microplus; Achyrocline satureioides;
Schinus lentiscifolius; Beauveria bassiana; chitinase
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1. Introducéo

O Brasil & detentor do maior rebanho bovino comercial do mundo.
Estima-se que em 2017 o pais possuia um rebanho de 226 milhdes de
cabecas, representando 22,64% do total mundial (IBGE, 2018). Esse grande
rebanho  oferece grandes beneficios econbmicos e  contribuem
significativamente para o PIB do pais devido a comercializacdo de derivados
internamente e externamente, como carne, leite e couro (ABIEC, 2018).

Apesar da grande receita gerada por essa atividade, alguns empecilhos
acarretam prejuizos consideraveis, sendo um dos principais a infestacdo pelo
carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Pertencente a familia Ixodidae, a espécie R. (B.) microplus possui alta
taxa reprodutiva, sendo capaz de em uma unica oviposicdo depositar no
ambiente cerca de 3.000 ovos (GONZALES, 2003). De habito hematéfago
causa intensa espoliacdo sanguinea, particularmente nas racas mais
susceptiveis, sugando em média de 2 a 3 mL de sangue do seu hospedeiro
(SUTHERST et al., 1983), diminuindo a qualidade do couro e a eficiéncia
reprodutiva dos animais parasitados. Esse carrapato também esta envolvido na
transmissdo de hemoparasitos (complexo carrapato/tristeza parasitaria bovina),
que se ndo tratados levam o animal a Obito. Estima-se que 0s prejuizos
causados por este carrapato em rebanhos bovinos no Brasil atingem a cifra de
3,24 bilhdes de dolares/ano (GRISI et al., 2014).

O controle desses ectoparasitas tem sido feito basicamente por meio de
carrapaticidas quimicos, contudo, a aplicacdo destes produtos tem apresentado
baixa eficacia na reducdo da infestacdo devido a selecdo de carrapatos
resistentes a diversos produtos (GOMES et al., 2011; RAYNAL et al., 2013;
MINHO et. al., 2019). Além disto, existe risco de contaminacdo do ambiente, do
leite e da carne com residuos da droga. O desenvolvimento de novos
carrapaticidas é um processo longo e de alto custo, o que reforca a
necessidade de alternativas para o controle da infestacao do carrapato (GRAF
et al.,, 2004). Estudos de produtos naturais tem gerado grande interesse das
comunidades comercial, médica e cientifica de diversos paises, pois a
fitoterapia e outras alternativas sustentaveis como controle biologico tem
potencial para reduzir o uso de quimioterapicos atualmente usados para

controlar infec¢des por ectoparasitas (ATANOSOV et al. 2015).
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A utilizacdo de extratos vegetais no controle do carrapato tem sido foco
de pesquisas em Vvarios paises (VATSYA et al., 2006). Diversas espécies da
familia das Asteraceas ja foram avaliadas e apresentaram eficacia frente a
esse ectoparasita. A espécie Achyrocline satureioides (Lam.) D. C. é uma
espécie dessa familia, comum no Brasil, ocorrendo principalmente de Minas
Gerais até o Rio Grande do Sul, crescendo espontaneamente nas pastagens e
podendo até ser considerada uma “erva daninha” (DE SOUZA et al., 2002)
Essa espécie ja apresentou atividade frente a varias espécies de insetos como
simulideos (borrachudo) relatada por Dal Magro (1998), Triatoma infestans
(barbeiro) (ROJAS DE ARIAS et al.,, 1995) e Myzus persicae (pulgdo verde)
(SAUPE, 2003).

Além disso, Fantatto et al. (2015) demonstraramque o extrato etandlico
bruto obtido a partir das inflorescéncias dessa espécie vegetal apresentou
100% de inibicdo na postura dos ovos do carrapato R. (B.) microplus na
concentracédo de 100 mg/mL e 92,3% na concentragdo de 50 mg/mL. Sobre as
larvas dessa mesma espécie, o extrato apresentou 67,34% de mortalidade na
concentracdo de 100 mg/mL (FANTATTO et al., 2016).

Uma familia pouco estudada e muito promissora é a Anacardiaceae,
espécies dessa familia sdo amplamente conhecidas por suas atividades
inseticidas, como a Schinus terebinthifolius que apresentou potencial frente a
Hypothenemus hampei (broca do café) (SANTOS et al. 2013), Anopheles
gambiae e Culex quinquefasciatus (PERICH et al. 1995) e a espécie Schinus
molle que ja apresentou acédo inseticida frente ao carrapato R. (B.) microplus
(TORRES, 2010) despertando assim o interesse pelo potencial de uma
espécie dessa familia ainda pouco estudada, a Schinus lentiscifolius (March.)
D. C., conhecida popularmente como Aroeira cinzenta. A aroeira cinzenta €
uma espécie nativa de alguns paises da América do Sul como Uruguai,
Paraguai, Argentina, Peru e Brasil, sendo muito comum e utilizada na medicina
popular no Rio Grande do Sul (GEHRKE et al, 2012). A atividade
antimicrobiana e antioxidante de S. lentiscifolius ja foi anteriormente
demonstrada por Gehrke em 2013 e a exemplo de outras espécies do género
que possuem atividade inseticida, supde-se que esta espécie contenha varios

compostos quimicos de importancia biologica.
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S. lentiscifolius apresentou atividade carrapaticida detectada em
screening in vitro realizado por Minho et al. 2019. Dentre 35 extratos vegetais
avaliados no Bioma Pampa, o extrato hexanico apresentou eficacia sobre
larvas e adultos de R. (B.) microplus na concentragdo de 50 mg/mL e efeito
repelente (MINHO et al. 2019).

Uma alternativa com grande potencial e ainda em desenvolvimento € o
controle bioldgico. Varios predadores, entre fungos, bactérias, animais
vertebrados e invertebrados, se apresentam como alternativas para o controle
biolégico do carrapato R. (B.) microplus. Os fungos entomopatogénicos sao
conhecidos pela sua alta capacidade de controlar pragas na agricultura
causando menor impacto ambiental sendo eficientes e seguros (FERNANDES;
BITTENCOURT, 2008). Apesar da maioria das espécies serem desconhecidas,
algumas espécies tém sido mais estudadas, especialmente as dos géneros
Metarhizium, Beauveria e Paecilomyces (FARIA; WRAIGHT, 2007). Diversos
estudos demonstraram a agao de fungos entomopatogénicos sobre o carrapato
R. (B.) microplus in vitro podendo-se destacar duas espécies com alto
potencial: Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae.

Cepas de B. bassiana demonstraram potencial sobre diferentes
ectoparasitas de importancia veterindria, como o0 carrapato Amblyomma
cajennense (REIS, et al. 2014), Rhipicephalus sanguineus (PRETTE et al.
2005) e R. (B.) microplus (SUN et al. 2013). O mecanismo de atuagéo basico
dos fungos sobre os insetos é pela adesdo de conidios a cuticula dos
hospedeiros terrestres (carrapatos, baratas, triatomineos) e a formacdo de
hifas que penetram o tegumento com o auxilio de enzimas secretadas como
proteases, quitinases e lipases (MORAES et al., 2003). HA muito tempo, as
enzimas sdo aplicadas na industria farmacéutica em finalidades diversas que
vao desde a producdo de medicamentos, desenvolvimento de novos produtos
e diagndsticos clinicos até sua utilizagdo em terapia (SAID; PIETRO, 2014). As
quitinases tém recebido crescente atencdo por causa de sua ampla aplicacédo
nas areas da medicina, agricultura, biotecnologia e gestdo de residuos
industriais (PATEL et al., 2010). Sdo comumente encontradas em paredes de
células fungicas, exoesqueleto de insetos e conchas de crustaceos (KUMAR,
2000). Em insetos e crustaceos estdo associados com a necessidade da

degradacdo parcial da cuticula velha e em plantas estédo relacionados com a
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resisténcia contra fitopatdgenos devido a sua atividade antifungica (DAHIYA et
al., 2006). Essa enzima também é amplamente utilizada para o isolamento de
protoplastos a partir de fungos e leveduras, controle de fungos patogénicos,
tratamento de residuos quitinosos, e controle da transmissdo de doencas por
insetos devido a sua capacidade de degradar quitina (DAHIYA et al., 2006). O
carrapato possui em sua morfologia, uma carapaca resistente composta
principalmente por quitina. Desta maneira, quando o fungo secreta a enzima
quitinase sobre o mesmo, ele torna-se vulneravel permitindo uma maior
penetracdo das hifas. Sendo assim, o presente estudo avaliou o potencial de
extratos e particdes de A. satureioides e S. lentiscifolius associadas ou ndo ao
fungo B. bassiana e a enzima quitinase frente ao carrapato R. (B.) microplus

gue constitui um grande problema da pecuéaria mundial.

2. Conclusdes

Comparando as eficacias dos diferentes extrativos de ambas as
espécies vegetais, pode-se concluir que:
- Quando associados ou nao ao fungo B. bassiana, os extrativos de S.
lentiscifolius demonstraram uma porcentagem de mortalidade superior que 0s
de A. satureioides.
- O teste de imersdo de larvas e o de contato com celulose impregnada
permitem uma melhor percepcao dos resultados, visto que ndo possui rapida
volatilizagdo dos compostos.
- O uso da linhagem 487 do fungo B. bassiana apresentou uma
potencializacdo dos resultados quando comparado com o0s extrativos nao
associados ao fungo.
- A utilizagédo de quitinase para mortalidade de larvas so foi efetiva quando o
tratamento consistiu de associacdo de particdo hexanica de A. satureioides e

enzima.
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