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RESUMO. O objetivo deste estudo foi avaliar “in vitro” o efeito acaricida do extrato etandlico
das folhas de Hyptis suaveolens sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus.
Foram coletadas manualmente, 150 fémeas ingurgitadas de carrapatos, de cées naturalmente
infestados, da microrregido de Bom Jesus-Pl, Brasil. Para realizagdo do teste de imersdo sobre
fémeas ingurgitadas, foram testadas 3 dilui¢ces do extrato etandlico nas concentragdes de 0.1,
1.0 e 10.0%, obtidas a partir do teste de toxicidade frente a Artemia salina. Foram utilizadas
10 fémeas ingurgitadas para cada tratamento. Os testes foram realizados em triplicata. Para o
controle negativo, foi utilizado 4gua destilada e, para o controle positivo, Cypermetrina. Foi
observado, nas concentragdes testadas, eficAcia de 29,93%, 32,71%, e 30,63%
respectivamente. Os dados obtidos nesse estudo revelaram que o extrato etandlico das folhas
de H. suaveolens, nas concentragOes testadas, ndo apresenta atividade acaricida para fémeas de
Rhipicephalus sanguineus, segundo padrbes do Ministério da Agricultura.

Palavras chave: Carrapatos, controle, medicina veterinaria preventiva

In vitro evaluation of the acaricidal effect of ethanolic extract of Hyptis
suaveolens (L.) Poit (Lamiaceae) leaves on engorged females of
Rhipicephalus sanguineus (Latraille, 1806) (Acari: Ixodidae)

ABSTRACT. The objective of this study was to evaluate the acaricidal effect in vitro of the
ethanolic extract of Hyptis suaveolens leaves on engorged females of Rhipicephalus
sanguineus. A total of 150 engorged females ticks were collected manually from dogs naturally
infested in Bom Jesus-Pl, Brazil. To perform the immersion test on engorged females, 3
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dilutions of the ethanolic extract were tested at concentrations of 0.1, 1.0 and 10.0%, obtained
from the toxicity test against Artemia salina. Ten engorged females were used for each
treatment. The tests were performed in triplicate. For the negative control, distilled water was
used and, for the positive control, was used Cypermethrin. Efficacy of 29.93%, 32.71%, and
30.63%, respectively, were observed at the tested concentrations. The data obtained in this
study revealed that the ethanolic extract of the leaves of H. suaveolens in the tested
concentrations does not presents acaricidal activity for females of Rhipicephalus sanguineus,
according to standards of the Ministry of Agriculture.

Keywords: Ticks, control, preventive veterinary medicine
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Evaluacion in vitro del efecto acaricida del extracto de hojas de Hyptis
suaveolens (L.) Poit (Lamiaceae) sobre las hembras ingurgitadas de
Rhipicephalus sanguineus (Latraille, 1806) (Acari: Ixodidae)

RESUMEN. EI objetivo de este estudio fue evaluar "in vitro" el efecto acaricida del extracto
de las hojas de Hyptis suaveolens sobre Rhipicephalus sanguineus. Fueron colectadas
manualmente, 150 garrapatas (hembras ingurgitadas), de perros naturalmente infestados,
procedentes de la microrregion de Bom Jesus estado de Piaui, Brasil. Para la realizar la prueba
de inmersion sobre las hembras ingurgitadas, fueron testadas tres diluciones etandlicas en
concentraciones de 0.1, 1.0 y 10.0%, obtenidas a partir del test de toxicidad frente a Artemia
salina. Se utilizaron 10 hembras ingurgitadas para cada tratamiento. Los test se realizaron en
triplicado. Para el control negativo, se utiliz6 agua destilada y para el control positivo,
Cypermetrina. Fue observado, en las concentraciones testadas, eficacia de 29,93%, 32,71%, y
30,63% respectivamente. Los datos obtenidos en este estudio revelan que el extracto de las
hojas H. suaveolens, en las concentraciones testadas, no presenta actividad acaricida para las
hembras Rhipicephalus sanguineus, teniendo en cuenta patrones del Ministerio de Agricultura.

Palabras clave: garrapatas, control, medicina veterinaria preventiva

Introducéo

Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) é um
carrapato da familia Ixodidae, tem origem africana,
sendo um dos principais ectoparasitos de cées.
Apresenta ampla distribuicdo nos ambientes
urbanos e rurais e € classificado como um dos
principais vetores de patdgenos para cées
domeésticos (Labruna, 2004).

Nas Ultimas décadas, tanto a prevaléncia quanto
a intensidade de infestaces por carrapatos em caes
vém aumentando em todo territério brasileiro
(Labruna, 2004). Muito embora haja varios relatos
de parasitismo por R. sanguineus em varias espécies
animal em diferentes regides geograficas, o cédo
domeéstico, sem duavida, é o principal hospedeiro
para todos os estagios parasitarios desse carrapato
(Walker et al., 2005).

Eventualmente esse parasita pode ser visto
parasitando o homem devido a sua estreita ligagcdo

com o cdo. Contudo, esse carrapato tornou-se de
grande importancia para a saude publica, pois
embora seja um parasitismo incomum, tem a
capacidade de transmitir uma série de agentes
patogénicos para 0 homem (Dantas-Torres et al.,
2006).

Atualmente, a resisténcia parasitaria pelo uso
indiscriminado de substancias carrapaticidas vem
gerando graves prejuizos a criadores de cées e até
mesmo médicos veterinarios pelo uso incorreto
desses carrapaticidas, além de contaminagfes
ambientais e de risco & saude animal e humana.
Esses prejuizos se estendem ao tratamento e
controle de enfermidades que tem o R. sanguineus
como vetor de hemoparasitas como a Ehrlichia
canis, Babesia canis, Haemobartonella canis,
Hepatozoon canis e Anaplasma platys (Paz et al.
2008, Farias et al., 2009). No Brasil, ndo ha relatos
de resisténcia a grupos farmacoldgicos por R.
sanguineus, mas com o uso indiscriminado desses,
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possivelmente a resisténcia pode ja estar instalada,
ou futuramente, fazendo necessario testes com
novas drogas, com finalidade de identificar grupos
farmacoldgicos aos quais 0s carrapatos sejam
sensiveis, e seguindo esse contexto vem sendo
realizado testes com principios ativos de plantas,
para o controle desse ectoparasita (Chagas, 2004).

A fitoterapia, que ¢ um ramo da farmacologia
que tem como base estudos de principios ativos de
plantas, vem sendo uma alternativa de baixo custo
para o controle desses parasitos, tendo em vista a
grande biodiversidade brasileira (Rezende and
Cocco, 2002).

Diante do exposto, esse trabalho foi
desenvolvido com objetivo de avaliar “in vitro” a
atividade acaricida do extrato etanolico das folhas
de Hyptis suaveolens sobre fémeas ingurgitadas de
R. sanguineus.

Material e Métodos
Coleta de material e preparo do extrato

As folhas de H. suaveolens foram coletadas nas
margens da rodovia que liga 0 municipio de Bom
Jesus Piaui ao Campus Professora Cinobelina Elvas
(CPCE), e levadas posteriormente ao laboratério de
guimica orgénica. A exsicata da planta foi
identificada e armazenada no “Herbario Graziela
Barroso” — TEPB/UFPI, com registro de n° 28.826.
No laboratério, as folhas foram secas por 8 dias em
estufa com temperatura de 37°, e circulagéo de ar.
Em seguida foram trituradas em moinho de facas
tipo Willye, modelo SL-032, e submetidas a
extragdo a frio com etanol absoluto 99,5% por 72 h.
A solucdo foi agitada diariamente durante o periodo
de extracdo. O extrato foi filtrado em papel de filtro
e destilado a temperatura de 60°C, sob pressdo
reduzida de 500 a 750 mmHg, em evaporador
rotativo, modelo 802. O material concentrado foi
liofilizado para o uso.

Bioensaio de toxicidade frente a Artemia salina

Para a obtencdo e escolha das concentragdes a
serem utilizadas no teste de eficiéncia acaricida foi
realizado um bioensaio preliminar de toxicidade
frente a A. salina como descrito por Meyer et al.
(1982) com algumas adaptagcfes. Com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur foram transferidos 10
nauplios do microcrustaceo para cada tubo de ensaio
e o0 volume foi entdo completado para 9,0 ml da
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solucdo salina previamente preparada (agua do mar
artificial). Foi adicionado, em seguida, 1,0 ml do
extrato etandlico das folhas de H. suaveolens em
diferentes concentracdes (0,1; 1,0; 10,0; 100,0 e
1000,0 pg/ml). O teste foi realizado em triplicata
para cada concentracdo do extrato etandlico de
Hyptis suaveolens. Para o controle negativo foi
adicionado apenas 10 nauplios em 10,0 ml de agua
marinha artificial, também em triplicata, totalizando
18 tubos no teste. Apds 24 horas da realizacdo do
teste, foi realizada a observacdo com o auxilio de
uma lupa, sendo considerados nauplios mortos todos
que ndo apresentavam qualquer movimento ativo
em cerca de vinte segundos de observacéo.

Teste de eficacia acaricida “in vitro”

Para avaliagdo “in vitro“ da atividade acaricida
do extrato etandlico das folhas de H. suaveolens,
foram coletadas manualmente 150 fémeas
ingurgitadas do carrapato da espécie R. sanguineus,
provenientes de cdes naturalmente infestados, os
quais, a mais de 90 dias, ndo passavam por
tratamento acaricida, sendo esses cées pertencentes
a microrregido da cidade de Bom Jesus, Piaui. Apés
coleta, os carrapatos foram levados ao Laboratério
de Doengas Parasitarias dos Animais Domésticos da
Universidade Federal do Piaui, Campus Professora
Cinobelina Elvas, em recipientes plasticos sob
aeracdo com o auxilio de aerador para aquarios. As
fémeas foram limpas com papel absorvente, pesadas
e colocadas em placas de Petri, divididas em grupos
de 10. Os testes foram realizados em triplicada,
totalizando 30 fémeas por grupo. Foram preparadas
trés diluicdes do extrato etandlico das folhas de H.
suaveolens, utilizando concentra¢fes obtidas apos
teste de toxicidade frente a A. salina. As
concentracdes do extrato utilizadas foram: 0,1%
(grupo 1), 1,0% (grupo 2) e 10% (grupo 3) devido a
toxidade encontrada no teste com A. salina ser bem
semelhante entre essas concentragfes, além do
controle positivo (CP) em que foi utilizado um
medicamento de uso veterinario, a Cypermetrina, e
controle negativo (CN), utilizando agua destilada.
Em seguida as fémeas foram submetidas ao teste de
imersdo de acordo com a metodologia proposta por
Drummond et al. (1973).

Utilizou-se no momento do teste, copos plasticos
descartaveis de 50 ml contendo 10 ml de cada
concentracdo do extrato, bem como dos controles
utilizados, mantendo-se o liquido em constante
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agitacdo durante 5 minutos. Apds o banho de
imersao, o excesso das solugdes foi retirado usando-
se papel absorvente, e as fémeas de cada grupo
testado foram colocadas em placas de Petri em
temperatura ambiente para postura.

Dez dias ap0s o inicio de postura das fémeas,
procedeu-se a pesagem de massa de ovos em
balanga analitica, e transferéncia desses ovos para
seringas plasticas de 20 ml, todas identificadas e
vedadas com algodao hidrofébico para eclosdo das
larvas. Apbs 20 dias, foi realizada a contagem
descritiva para avaliacdo da quantidade de eclosdo,
onde foi estimado objetivamente, adotando-se a
verificacdo visual com intervalos de 10% como
parametro.

O célculo da eficacia do produto foi realizado
usando-se as formulas matematicas abaixo descritas
(Drummond et al., 1973).

RE = Reproducéo estimada
RE = Peso dos ovos x % de eclosdo x 20.000*
Peso das fémeas

EP = Eficécia do produto
“Constante que indica 0 nimero de ovos presentes
em 1g de postura
EP = RE (controle) — RE (tratado) x 100

RE (controle)

Os dados obtidos foram interpretados de acordo
com a legislacdo pertinente & comercializacdo de
carrapaticidas no Brasil e o0s resultados foram
interpretados  considerando-se como  eficacia
acaricida o valor minimo de 95%.

Analise estatistica

Os dados foram tabulados e a quantidade de
nduplios mortos de acordo com as concentra¢des do
extrato etanolico de H. suaveolens (L) Poit
(Lamiaceae) foi determinada estatisticamente por
meio de andlise de variancia (ANOVA) pelo
programa estatistico Statistical Analysis System
(SAS), verséo 9.1 (SAS, 2004), a comparagdo entre
as medias foi realizada pelo teste Tukey
considerando como significativo quando p<0,05.

Resultados e Discussdo

O extrato etandlico das folhas de Hyptis
suaveolens apresentou toxicidade frente a Artemia
salina em todas as concentracOes testadas, sendo
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identificada uma alta toxicidade para as
concentragdes 100 e 1000 (ug/ml), nas porcentagens
de 93,5 e 100% respectivamente. Em relacdo as
concentracdes 0,1; 1,0 e 10,0 também ndo houve
uma alta variacdo entre as medias de nauplios
mortos, observando as porcentagens das médias da
concentracdo 0,1 (ng/ml), apresentou toxicidade de
50,2%, a concentracdo 1,0 (ug/ml), 52,25% e a
concentracdo de 10,0 (pg/ml), foi equivalente a
58,50% (Tabela 1).

Tabela 1. Mortalidade média de nauplios de Artemia salina de
acordo com as concentragdes do extrato etandlico das folhas de
Hyptis suaveolens

Concentracao do extrato

etanolico de H. suaveolens, Média de nauplios Desv~|o
ug/ml mortos, % Padrio
0 (controle) 23.10¢ +6,92
0,1 50.27° +10,20
1,0 52.36° + 4,64
10,0 58.50° + 8,60
100,0 93.472 +6,27
1000,0 100.00? 0

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si (ANOVA One-Way, seguida pelo Teste de Tukey ao nivel
considerado como significativo quando p<0,05).

Observou-se que o extrato etandlico das folhas e
H. suaveolens ndo apresentou atividade acaricida
frente as fémeas ingurgitadas de R. sanguineus
(Tabela 2).

Tabela 2. Eficacia acaricida do extrato etandlico das folhas e
Hyptis suaveolens frente as fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus sanguineus (Latraille, 1806)

Numero de Eclosdo das

Concentracdo telebginas larvas, % RIE EP, %
CN 30 100% 144,16 -
CpP 30 98,33 46,3 67,88
0,1% 30 100 100 29,93
1,0% 30 96,6 97 32,71
10,% 30 96,6 100 30,63

CN — Agua destilada (controle negativo); CP — Controle positivo; RIE
— indice de eficiéncia reprodutiva; EP — eficacia do produto.

As fémeas ingurgitadas de R. sanguineus
submetidas ao banho de imersdo na concentracdo
0,1% do extrato apresentaram o maior indice de
eficiéncia reprodutiva e uma alta porcentagem de
eclosdo das larvas chegando a 100%, sendo
observado uma menor eficdcia do produto nessa
concentracdo. Quando comparado a estudos como
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de Fernandes et al. (2010), em que 0S mMesMos
utilizaram O6leo essencial do NIM (Azadirachta
indica) sobre fémeas ingurgitadas de R. sanguineus,
na menor concentracdo do seu estudo (2%) a
eficiéncia do produto foi menor em relacdo a
concentracdo de 0,1% do extrato etandlico de H.
suaveolens, sendo esse um bom indicativo para
futuros testes com o 6leo essencial da mesma.

A concentracdo 1,0% apresentou a maior eficécia
acaricida em relacdo as outras concentracdes,
chegando a 32,7%, sendo superior a concentra¢do de
10%, pois o que diferiu no teste de eficiéncia
acaricida foram sé as concentracBes testadas, o
mesmo pode ser observado no estudo de Andrade et
al. (2013), em relacdo aos extrato obtido de Capim
Santo nas concentracdes de 2,5%, 5,0% e 10%, que
apresentaram eficacia de 90,0%, 43,5%, e 72,1%,
respectivamente, em que a menor concentracao
(2,5%) no referido estudo apresentou maior efeito
acaricida sobre fémeas ingurgitadas de R.
sanguineus. Foi possivel observar no presente
estudo que o controle positivo (Cypemetrina) obteve
uma baixa eficacia do produto chegando a 67,9%, ja
apresentando uma resisténcia do R. sanguineus ao
uso do medicamento. A organizacdo mundial para
alimentos e agricultura, preconiza como 80% de
eficacia um excelente resultado.

As plantas da familia Lamiaceae sdo de grande
importancia econdmica gragas ao seu alto teor de
6leos essenciais aromaticos, sendo que H.
suaveolens, pertencente a essa familia, apresenta em
Sua composicao quimica, compostos com atividade
biolégica ja comprovada (Falcdo and Menezes,
2003).

Moreira et al. (2010) relatam o uso do o6leo
extraidos das folhas de H. suaveolens, que revelou
uma forte atividade antifangica, inibindo o
crescimento de alguns Aspergillus, o que
demonstrar que este tem um potencial terapéutico.

O fato do extrato etandlico das folhas de H.
suaveolens apresentar baixa eficcia carrapaticida e
alta atividade fungicida pode ser explicada devido a
0 mecanismo de acdo de algumas substancias
presente no extrato, onde essas substancias sO
seriam ativadas com a ingestdo da mesma pelos
carrapatos o que tornaria a metodologia inadequada
para a avaliacdo da atividade acaricida frente as
fémeas ingurgitadas (Castro et al., 2011).
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Concluséao

O extrato etandlico das folhas de H. suaveolens
sobre fémeas ingurgitadas de R. sanguineus nao
apresentou atividade acaricida satisfatoria nas
concentragdes testadas, um posterior estudo pode
ser realizado usando concentragdes superiores em
relacdo ao presente estudo. Tendo este estudo
relevancia na pesquisa de fitoterapicos com acgédo
frente ao R. sanguineus, ja que existe poucos relatos
na literatura sobre o uso de fitoterapicos no controle
do mesmo.
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