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Xii

EFEITO DE EXTRATOS DE SEMENTES DE NIM (Azadirachta indica) SOBRE
FEMEAS INGURGITADAS E LARVAS DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(CANESTRINI, 1887) (ACARI: IXODIDAE).

RESUMO Rhipicephalus (Boophilus) microplus € considerado o mais importante
parasito de bovinos no Brasil. Atualmente seu controle é dificultado pela exigtidade de
moléculas acaricidas geradas, e pelo rapido desenvolvimento de resisténcia dos
carrapatos. O presente trabalho teve por objetivo estudar o efeito de quatro extratos
oleosos de sementes de Nim (Azadirachta indica) contento 2.000, 5.000, 9.000 e
10.000 ppm de azadiractina (AZA) quantificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em fémeas ingurgitadas e larvas de R. (B.) microplus, in vitro. Para os
ensaios com fémeas ingurgitadas foi usado o Teste de Imersdo de Adultas e para os
ensaios com as larvas o Teste do Pacote com Larvas. Os resultados obtidos nos
ensaios com fémeas ingurgitadas mostraram que o principal efeito toxico produzido
pelos extratos, estd relacionado a inibicAo da reproducdo deste parasito. Foram
verificadas reducdes nas taxas de ovipostura e eclodibilidade das larvas oriundas das
fémeas tratadas com varias diluicbes dos extratos, em relacdo aos controles. Nos
calculos de Eficacia do produto (EP) para todas as solugdes testadas, observou-se que
a solucdo de 10.000ppm de AZA (N10) apresentou a maior eficacia. Os resultados das
analises dos ensaios mostraram significancia (p<0,01) dos dois efeitos incluidos no
modelo, indicando variacGes significativas tanto devidas a concentracdo de AZA,
guanto do ensaio realizado. Nas concentracdes letais para as fémeas ingurgitadas
verificou-se que as ClLsy nao apresentaram variagdes, enquanto que as Clg
apresentaram grandes variacdes entre os extratos estudados. Nos ensaios com as
larvas, ndo foram observadas mortalidade das larvas, indicando eficacia zero de todos
0s extratos testados. Os resultados dos ensaios com fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus mostraram que 0s extratos oleosos de Nim apresentaram atividade
carrapaticida. Desta forma, sugere-se que estudos complementares possam ser
realizados, tais como desenvolvimento de novos meétodos de isolamento e/ou
identificacdo de outros limondides, além da AZA, presentes nesta planta, possibilitando
sua utilizacdo como carrapaticida e viabilizando o uso do mesmo.

Palavras chaves: controle, fitoterapicos, azadiractina, Nim, carrapatos, bovinos
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THE EFFECT OF NIM (Azadirachta indica) SEEDS EXTRACTS UNDER ENGORGED
FEMALES AND Rhipicephalus (Boophilus) microplus LARVAE (CANESTRINI,
1887) (ACARI: IXODIDAE).

ABSTRACT Rhipicephalus (Boophilus) microplus is considered the most important
cattle parasite in Brazil. Nowadays, his control is complicated by the slowness that
acaricides molecules are generated, synthesized through and by the fast development
of the resistance of these ticks to the market available products. This work aims to study
the effect of four extracts of Neem seed oil (Azadirachta indica) containing 2.000, 5.000,
9.000 and 10.000 ppm of azadirachtin (AZA) quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC) on engorged females and larvae of R. (B.) microplus, in vitro.
For the tests with engorged females, the Adult Immersion Test was used and for the
larvae was used the Larvae Package Test. The test results with the engorged females
showed that the main toxic effect produced by the extracts is related to the inhibition of
the parasite reproduction. Were observed reductions in oviposition and hatchability rates
of the larvae derived from the female treated with several dilutions of extracts, compared
to controls. In the Product Effectiveness (PE) for all the test solutions, the 10.000ppm
(N10) solution showed the highest efficiency. The analysis results from the tests showed
significance (p<0,01) of the two effects included in the model, indicating variations both
due to AZA and to the test performed. In the lethal concentration to the engorged
females was verified that the CL50 did not show great variation, while the CL90 showed
great variation between the studied extracts. In the tests with larvae was not observed
mortality of them, indicating zero effectiveness of all tested extracts. The results of the
tests with R. (B.) microplus engorged females demonstrated that the extract of Neem
seeds oils showed acaricide activity. Thus, it is suggested that further studies can be
conducted, such as development of the methods and of excrection, and characterization
of other secondary methods, in addition to AZA, present in this plant, allowing its use as

acaricide and enable the use of it.

Key-words: control, fitoterapics, azadirachtin, Neem, ticks, cattles



1) INTRODUCAO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é considerado o mais importante parasito
dos bovinos no Brasil apresentando danos diretos e indiretos na ordem de 2 bilhdes de
dolares anuais GRISI et al., (2002).

Os prejuizos econbmicos decorrentes de infestacbes por este carrapato séo
relacionados a reducéo do ganho de peso, queda na producéo de leite, depreciacdo do
couro, etc. Outra fonte de prejuizos é a transmissdo das babesioses e anaplasmoses
gue representam uma importante causa de morbidade e mortalidade, especialmente
em animais taurinos (OLIVEIRA-SEQUEIRA & AMARANTE, 2002).

O controle da populacdo de carrapatos dos bovinos no Brasil vem sendo
realizado principalmente através do uso de acaricidas. Contudo, o indiscriminado uso
de principios quimicos sintéticos tem levado ao aparecimento de resisténcia genética
contra estes compostos, resultando na diminuicdo gradativa da eficacia de diversos
produtos. Além dos problemas de resisténcia, existem problemas de saude publica
como a presenca de residuos desses produtos na carne, leite e meio ambiente levando
a reflexdo da necessidade de pesquisa de produtos alternativos menos téxicos e mais
seguros para o controle deste parasito.

O Nim (Azadirachta indica) é uma planta tropical que apresenta ampla utilizacédo
no campo da saude e que quando empregada com critério, ndo produz residuos
potencialmente tdxicos para os seres humanos e o meio ambiente (BOEKE et al.,
2004). Extratos preparados produzidos a partir de diversos 6rgdos da planta véem
sendo utilizados de maneira empirica, com resultados inconstantes. A grande maioria
dos trabalhos descritos na literatura ndo descrevem a caracterizacdo qualitativa e
quantitativa nas diferentes partes da planta usada, onde geralmente, os principios
podem estar presentes em menores quantidades.

Muitos fatores podem influenciar a composicao de extratos, entre elas cita-se:
estagio de desenvolvimento da planta, estacdo do ano, indice pluviométrico,
temperatura, altitude, condicbes de coleta, estabilizacdo e condi¢cdes de estocagem
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007).



A investigacdo de novas alternativas para a producdo de alimentos procura
diminuir o impacto e a poluicdo ambiental, a dependéncia externa das matérias-primas
e estimular a produgédo de alimentos de alta qualidade biolégica. Existe um mercado
promissor para os bioinseticidas e inseticidas naturais. Esses produtos podem ser
utilizados no manejo integrado de pragas em cultivos comerciais e também na

agricultura organica, sem causar prejuizo ambiental (CORREA & VIEIRA, 2007).



2) REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

2.1.1. Distribuicdo, Taxonomia e Ciclo Biologico

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é uma espécie originaria da
Asia que atualmente se distribui entre os paralelos 32 Norte e 32 Sul, abrangendo
importantes zonas da América Central, América do Sul, Africa e Oceania (GONZALES,
1993). Praticamente todo o territério brasileiro encontra-se no espaco de ocorréncia
desse parasito (FONSECA et al., 1997).

Estudos de filogenia molecular por analise e comparacéo de seqiéncias de DNA
permitiram caracterizar e determinar grande similaridade entre 0s géneros
Rhipicephalus (Kock, 1844) e Boophilus (Curtice, 1891). Estes estudos levaram a
alteracdo da nomenclatura e o género Boophilus passou a designar um subgénero de
Rhipicephalus (MURREL & BARKER, 2003).

Taxonomicamente, o carrapato R. (B.) microplus € classificado segundo
GUIMARAES (2001), modificado por MURREL & BARKER (2003):

* Reino: Animalia;

* Filo: Arthropoda;

» Classe: Arachnida;

* Subclasse: Acari;

» Corte: Parasitiformes;

* Ordem: Ixodida;

* Familia: Ixodidae;

» Subfamilia: Rhipicephalinae;

e Género: Rhipicephalus;

e Sub-género: Boophilus

» Espécie: Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
R. (B.) microplus € um carrapato monoxeno, ou seja, desenvolve todo o seu ciclo

biolégico num Unico hospedeiro, e compreende uma fase de vida livre e outra fase de



vida parasitaria. A de vida livre ocorre em um menor espaco de tempo quando 0s
meses sao mais quentes (primavera-verao) e em periodos mais longos nos meses mais
frios (outono-inverno), podendo variar entre 41 dias ou estender-se por até 300 dias,
dependendo das condicbes ambientais, enquanto a fase parasitaria dura 21 dias em
média. A fase de vida livre inicia-se quando a fémea ingurgitada de sangue se
desprende do hospedeiro e cai ao solo. Elas procuram &reas protegidas dos raios
solares diretos, com temperatura e umidade favoraveis, para iniciar a postura. No solo,
inicia-se o periodo de pre-postura, que dura em média 3 dias, em condi¢des Otimas de
temperatura e umidade. O periodo de postura, dura cerca de 15 dias, sendo que o 5°
dia ocorre a maior producdo de ovos. A eclosdo das larvas inicia- se ao redor do 7°dia
apos o final do periodo de postura e se completa em mais sete dias quando se tornam
larvas infestantes. Em condigbes desfavoraveis de temperatura e umidade, pode
transcorrer mais de 100 dias entre o final da postura e a eclosdo das larvas (PEREIRA
et al., 2008).

A fase parasitaria tem inicio com a fixacdo das larvas infestantes no hospedeiro
bovino. Inicialmente as larvas alimentam-se de linfa e em torno do oitavo dia apos a
fixacdo, sofrem a primeira muda e liberam as ninfas. As ninfas se alimentam de sangue
e sofrem nova muda, liberando as metaninfas. A partir desta fase ocorre a diferenciacao
sexual. Os machos jovens sao denominados neandros e gonandros, ao se tornarem
adultos (15°dia apos a fixacdo). Os machos séo men ores que as fémeas e percorrem o
corpo do animal, alimentando-se de sangue e fecundando varias fémeas. A fémea
jovem é denominada nedgina e ao redor do 18° dia, quando apresenta maturidade
sexual denomina-se partendgina. Apos a fecundacdo a fémea continua seu repasto
sanguineo ingurgitando-se totalmente ao fim do periodo parasitario, quando passa a ser
denominada teledgina (ao redor do 21° dia, quando se desprende do animal). A
teledgina cai no solo para iniciar a postura. As teledginas chegam a ingerir de 2 a 3 mL
de sangue durante sua vida parasitaria e transformam cerca de 60% de sua massa
corporal em ovos, que em média, chegam a 3.000 unidades. Um grama de ovos de R.
(B.) microplus contém cerca de 20.000 ovos (GONZALES, 1993; PEREIRA et al., 2008).

As caracteristicas morfolégicas de R. (B.) microplus sdo: corpo pequeno sem

ornamentacdo no escudo, capitulo hexagonal, coxas | com dois espinhos curtos em



ambos os sexos, aparelho bucal curto, hipostdbmio mais longo que os palpos com
placas circulares, sulco anal e festbes ausentes. Os machos apresentam quatro placas
adanais longas e distintas e seu corpo termina em uma ponta aguda, enquanto que nas
fémeas o0 corpo termina normalmente em forma arredondada. Os machos apresentam
coloragdo castanho-avermelhada e as fémeas ingurgitadas coloracdo cinza chumbo
(GUIMARAES, 2001; MARCONDES, 2001).

2.1.2. Importancia econémica do carrapato  R. (B.) microplus

Atualmente, o R.(B.) microplus é considerado o principal ectoparasita das regides
tropicais e subtropicais do mundo, 0s prejuizos causados geram grandes perdas a
producdo bovina mundial (WILLADSEN & RIDING, 1980; O KELLY & KENNEDY,
1981). Segundo a FAO (1999), uma populagéo superior a 300 milhdes de bovinos estédo
expostos ao carrapato, originando cerca de trés bilhdes de ddlares anuais em prejuizos
a pecuaria mundial.

Em territorio brasileiro, o R.(B.) microplus encontra condi¢cdes favoraveis para o
seu desenvolvimento comumente apresentando altas infestacbes e perdas
consideraveis (GONZALES, 1993).

HORN (1983) estimou que os danos causados pelo carrapato R. (B.) microplus
aos bovinos, considerando mortalidade, perda do ganho de peso, efeitos sobre o couro,
gastos com carrapaticidas, diminuicdo na producdo de leite, chegavam a US$ 968
milhGes por ano no Brasil. Em fun¢cdo do aumento do rebanho bovino de 76 milhdes de
cabecas em 1983, para 169 milhdes em 2000, essas perdas podem ultrapassar os US$
2 bilhdes conforme estimativa feita por GRISI et al., (2002).

As lesdes produzidas pelo carrapato na pele do animal acarretam severas
consequéncias para a industria do couro. Tais lesfes diminuem a resisténcia do
material, conferindo aparéncia ruim e impossibilitando a sua utilizacdo na industria de
calcados (GONZALES, 1974; 1975). A inoculacdo de varias substancias
farmacologicamente ativas presentes na saliva do carrapato provoca reacdes alérgicas
e perda de apetite (MARQUES et al., 1995).



O principal problema sanitario gerado pelo parasitismo do carrapato R (B)
microplus no Brasil, € a ocorréncia de infeccdo pelos agentes da tristeza parasitaria
bovina (TPB). A TPB causa grandes prejuizos devido a mortalidade dos animais,
abortos, reducéo de fertilidade e queda da producéo de carne e leite (FARIAS, 1995).

Independente dos efeitos da TPB, os carrapatos afetam o0s animais
principalmente por provocar anemia, imunossupressao e redugcao da ingestdo de
alimentos. Cada carrapato ingurgitado é responsavel pela perda de aproximadamente
1g de peso vivo nos animais parasitados (JONSSON, 2006). Outra importante fonte de
prejuizos para os produtores rurais ocasionada por esse acaro sdo o0s gastos originados
pelas diversas acfes necesséarias ao seu controle, tais como a constru¢do de banheiros

de aspersdo, gastos com servicos veterinarios, com pessoal, carrapaticidas, etc.

2.1.3. Métodos de controle

O controle da populagéo de carrapatos nos rebanhos brasileiros por mais de um
século, tem sido baseado principalmente no uso de acaricidas. O uso indiscriminado de
diversos principios quimicos determinou um grave quadro de resisténcia genética
nestes parasitas, reduzindo a vida util dos principios utilizados. Problemas gerados
pela presenca de residuos desses acaricidas na carne, leite e meio ambiente tem
levado a reflexdo da necessidade de melhor monitoramento em suas aplicacdes. A
resisténcia a pesticidas ocorre de maneira generalizada em muitas areas onde
populagdes de R.(B.) microplus encontram-se estabelecidas. Em alguns casos a
ocorréncia da resisténcia impede a utilizacdo de todas as classes de pesticidas
disponiveis, tornando o controle praticamente inviavel. Em termos gerais, a aplicacao
de acaricidas no Brasil, é feita principalmente por meio de pulverizacdo (LEITE, 1988;
FURLONG, 1999), com critérios bastante variaveis de eficiéncia (FURLONG et al.,
2007).

Para agravar a situacdo da resisténcia aos carrapaticidas, a maioria dos paises
ndo dispde de um programa oficial de controle de carrapatos (NARI & HANSEN, 1999).
O uso de carrapaticidas é orientado principalmente pela pressdo do mercado, havendo

um grande vazio em relacdo as informacdes técnicas a respeito da melhor utilizagdo



desses produtos, bem como com relagéo a informacdes sobre a biologia do parasita e
estratégias de controle.

De acordo com ROUSH & MCcKENZIE (1987), no inicio da evolucdo da
resisténcia, estima-se que a freqiéncia dos genes que conferem essa caracteristica a
uma populacdo, é bastante baixa. Entretanto, em virtude do uso continuo de um
mesmo principio acaricida, a resisténcia tende a aumentar fazendo com que a eficacia
do produto seja rapidamente reduzida.

A escassez de principios quimicos disponiveis no mercado, unido ao seu mau
uso, acelerou o surgimento da resisténcia generalizada das populacdes de R. (B.)
microplus, fazendo com que uma grande parte dos produtos comercializados no Brasil
ndo apresentasse eficacia superior a 75% (FURLONG, 1999).

A diluicdo inadequada dos produtos, erros de medida na mistura, a pulverizacao
de volumes insuficientes nos animais, erro na dosagem de medicamentos injetaveis e
nao respeitar os intervalos corretos entre tratamentos contribuem para elevar o grau de
resisténcia de uma populacéo de carrapatos, e consequentemente diminui a efetividade
do principio quimico no seu controle (GEORGE, 2000). A evolugéo da resisténcia dos
carrapatos a maioria dos produtos quimicos sintéticos presentes no mercado, e a
demora no desenvolvimento de novas moléculas tem deixado a impressao de que em
um futuro ndo muito distante os carrapaticidas disponiveis ndo serdo mais efetivos
(GEORGE et al., 2004). A resisténcia de R. (B.) microplus aos carrapaticidas esta
presente na maior parte das regides do mundo onde € realizado seu controle quimico e
é, fatalmente, uma conseqiiéncia do uso de carrapaticidas.

Diversos estudos tém relatado a ocorréncia de resisténcia aos carrapaticidas de
diferentes grupos quimicos (WHARTON & ROULSTON, 1970; BRUN et al., 1983;
ARANTES et al.,, 1996; MARTINS & FURLONG, 2001; FURLONG et al., 2002;
VARGAS et al., 2003; RODRIGUEZ-VIVAZ et al., 2006; KLAFKE et al., 2006; DAVEY
et al., 2008). PEREIRA et al., (2008) revisaram relatos de resisténcia aos carrapaticidas
entre 1996 e 2006 e encontraram como principais grupos quimicos descritos o0s
piretréides, organofosforados, imidinas e as lactonas macrociclicas. Além desses,

existem suspeitas de resisténcia ao fipronil. Entre as drogas disponiveis no mercado



apenas fluazuron e spinosad ainda ndo foram relatados como drogas que ja
provocaram resisténcia.

O controle das formas de vida livre dos carrapatos que se desenvolvem nas
pastagens pode ser realizado por meio de rotacdo de pastagens e introducao de
pastagens com poder de repeléncia (ANDRADE, 2001).

Outro método de controle do carrapato seria a utilizacdo de vacinas que
poderiam conferir resisténcia ao hospedeiro, sem gque ele tivesse contato prévio com o
parasito (LABARTHE, 1994). Atualmente duas vacinas contra o carrapato bovino séo
comercializadas: a Tick-Gard, produzida na Austrdlia desde 1994 e a Gavac
desenvolvida em Cuba. Ambas empregam como imunégeno uma proteina da
membrana intestinal de R. (B.) microplus, que nas infestacbes naturais ndo €
apresentada ao sistema imune do hospedeiro (WILLADSEN et al., 1995; WILLADSEN,
2004). Trabalhos realizados no Brasil com a vacina Tick-Gard em é&reas com altas
infestacdes naturais revelaram que somente seu uso isolado néo foi capaz de controlar
as populacdes de carrapato (PEREIRA et al., 2008).

Além das vacinas, a utilizacdo de ragcas mais resistentes tem sido pesquisada
como uma alternativa para a reducédo das populacdes de carrapatos. A introducéo de
bovinos Bos indicus, mais resistentes a estes parasitos quando comparados aos Bos
taurus e seus cruzamentos, tém sido usadas com a finalidade de reduzir efetivamente a
populacéo de carrapatos (RIEK, 1962; WAGLAND, 1978; ARANTES et al.,1996; PIPER
et al., 2009).

Em relagdo ao controle bioldgico, varias bactérias e fungos tém sido estudados
para serem usadas no controle deste acaro. Entretanto, as pesquisas ainda séo
incipientes, necessitando de mais investigacdes para determinar seu modo de acao e
valor potencial (SAMISH et al., 2004).

No historico do combate ao R.(B.) microplus desde o inicio do século XX até os
dias atuais, observa-se o desenvolvimento de carrapaticidas com eficacias cada vez
maiores. Todavia, tal eficacia, por si sO, tem se mostrado incapaz de impedir 0 prejuizo
causado por esses ixodideos. (PEREIRA et al., 2008).
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2.2. Utilizag&o de extratos vegetais no controle de parasitas

Durante séculos, as plantas foram a uUnica fonte de substancias terapéuticas
para o homem. Com o desenvolvimento da quimica farmacéutica, a partir do século
XIX as plantas representavam o recurso mais importante para o desenvolvimento de
medicamentos. Nos dias atuais, embora o desenvolvimento da fitoterapia tenha se
expandido rapidamente, apenas 25% dos medicamentos prescritos sao derivados de
plantas e 120 substancias de origem natural obtidos de cerca de 90 espécies de
plantas, sdo empregados nos tratamentos modernos. Cerca de 40% das novas drogas
gue estdo sendo desenvolvidas, sdo baseadas em produtos naturais (HOSTETTMANN
et al., 2003).

Segundo WOOD (1983) as plantas produzem uma inconstante variedade de
alomoénios para protegé-las dos insetos fitdfagos e outros herbivoros. Este autor afirma
gue é provavel que a maioria desses metabdlitos secundarios seja biosintetizado para
deter a predacdo. Muitas destas substancias tém sido utilizados pelo homem, tais como
alcaldides toxicos, glicosideos cianogénicos, glicosideos cardiacos, dentre outros.
Esses compostos ndo sdo estritamente necessarios para o desenvolvimento ou
reproducéo da planta, contudo favorecem a melhor qualidade de vida (STARMANS &
NIJHUIS, 1996).

Geralmente, os metabdlitos secundarios sdo armazenados pelas plantas em
menores quantidades que os metabdlitos primarios, tornando-se compostos especiais,
sendo, portanto mais valorizados no mercado. Na medicina popular, uma enorme
variedade de plantas esta sendo utilizada no controle parasitario. Contudo, na maioria
das vezes o conhecimento cientifico de suas particularidades antiparasitarias é nulo ou
esta apenas no inicio das pesquisas (SAUERESSIG, 2002). Atualmente diversas
plantas tem sido investigadas como candidatas a novos farmacos naturais, porém,
existem ainda aproximadamente 350.000 plantas no mundo inteiro que ainda n&o
foram submetidas a nenhum estudo fotoquimico e farmacologico (HOSTETTMANN et
al., 2003).

A contaminacdo do meio ambiente que vem sendo causada pelo uso abusivo de

carrapaticidas quimicos € um sério problema, pois conduz a contaminacgéo do solo, dos
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recursos hidricos e provoca perturbacdo a saude coletiva (PEREIRA & FAMADAS,
2004). O controle do carrapato por meio do uso de produtos menos téxicos esta se
tornando cada vez mais atrativo devido as preocupacdes crescentes de seguranga
ambiental e saude humana, principalmente pelo aumento gradual do uso de inseticidas
guimicos, dos custos gerados pelos mesmos e pelo aparecimento de resisténcia dos
acaros pelos acaricidas (SAMISH et al., 2004).

Realizando um levantamento quantitativo de plantas medicinais da vegetacédo da
Caatinga do Brasil, ALBUQUERQUE et al., (2007) confirmaram que muitas plantas
nativas desta regido apresentavam alvos potenciais para futuros estudos
farmacologicos e fitoquimicos. Os extratos de varias plantas originarias de regides
tropicais e subtropicais tém sido testados e algumas demonstraram atividade acaricida
contra algumas espécies de carrapatos (BARROS & EVANS, 1989;
CHUNGSAMARNYART et al., 1991; PRATES et al.,1993; CHUNGSAMARNYART &
JANSAWAN, 1996; WILLIAMS & MANSHING, 1996; OLIVO et al., 2008).

CHAGAS et al., (2002), avaliaram a acdo biocida de Oleos essenciais e
concentrados emulsionaveis de Eucalyptus spp. contra larvas e fémeas ingurgitadas de
R. (B.) microplus, e comprovaram efeito acaricida contra os mesmos. Da mesma forma,
FERNANDES & FREITAS (2007) avaliaram a atividade acaricida do extrato de Copaiba
(Copaifera reticulata) contra as larvas do mesmo acaro e confirmaram grande eficécia.

BORGES et al., (2003) encontraram significativo efeito acaricida dos extratos de
Cinamomo (Melia azedarach), contra larvas e fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus.
Estes autores verificaram elevada taxa de mortalidade de larvas e inibicdo parcial ou
total da producéo de ovos e da embriogénese. SOUSA et al., (2008), estudaram o efeito
de extratos hexanicos da mesma planta e observaram altas eficacias e DL50 (doses
letais para 50% de mortalidade) com cerca de 1,5 vezes menor para 0s extratos
originarios de frutos verdes, quando comparado aos de frutos maduros, embora ambos
extratos nas maiores concentracdes, tenham apresentado eficacia significativa.

COSTA JUNIOR et al., (2002) avaliaram a efeito dos rotendides extraidos do
Timbo (Derris urucu) contra fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus e verificaram que

em concentragbes de 7,5 e 10,0 mg/mL mostraram-se eficazes. Resultados similares
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foram encontrados por PEREIRA & FAMADAS (2004) que avaliaram a eficacia dos
mesmos extratos sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus.

Avaliando o potencial larvicida do extrato bruto etandlico da casca do caule de
“Sabao-de-Soldado” (Sapindus saponaria) sobre R. (B.) microplus, FERNANDES et al.,
(2005) verificaram resultados significativos nas concentragdes letais de 50 e 90% contra

esse acaro.

ALVARENGA et al., (2004) estudaram o efeito do uso do alho (Allium sativum) no
controle de R.(B.) microplus e verificaram reducdo da carga deste carrapato. Esses
autores trabalharam com bovinos que ingeriram diferentes niveis do residuo do
beneficiamento da planta. Resultados semelhantes foram observados por FURLONG &
COSTA-JUNIOR (2008) que testaram o efeito do enxofre extraido do alho, no controle
do mesmo carrapato.

2.3. O Nim (Azadirachta indica)

2.3.1. Distribuicdo, Taxonomia e Morfologia

O Nim (Azadirachta indica A. Juss) é uma planta originaria da Asia e hoje esta
presente em &reas subtropicais e tropicais da Africa, América e Austrélia
(SCHUMUTTERER, 1990). No Brasil, as primeiras introducdes realizadas para
pesquisa desta planta como inseticida foram realizadas pelo IAPAR (Instituto
Agronbémico do Parand), em Londrina PR, em 1986 com sementes originarias das
Filipinas (MARTINEZ, 2008).

Segundo a classificacdo taxondmica de De Jussieu (1830) citada por BISWAS et
al., (2002) o Nim é classificado como:

e Ordem: Rutales;

e Subordem: Rutinae;

* Familia: Meliaceae;

* Sub-familia: Melioideae;
e Tribo: Melieae;

* Género: Azadirachta;

» [Espécie: Azadirachta indica.
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O Nim é uma planta perene ou decidua, bastante resistente e de crescimento
rapido, em condicdes climaticas favoraveis podem atingir até 25 metros de altura. Os
frutos possuem forma oval com comprimento entre 1,5 a 2,0cm e quando maduros
apresentam uma polpa doce amarelada e tegumento branco contendo um 6leo verde
amarelado no interior da semente (SCHUMUTTERER, 1990). As folhas do Nim sao
verde-escuras, compostas, imparipenadas, simples e sem estipulas. Suas flores séo
hermafroditas, de cor branca, aromaticas com inflorescéncia densa, com estames
formando tubo. Dependendo do local, do plantio, as arvores produzem frutos até duas

vezes por ano, com producao de entre 30 a 50 kg por arvore (NEVES, 2004).

2.3.2. Compostos presentes nos extratos de Nim

Atualmente, diversas pesquisas conduzidas em varias partes do mundo tentam
estabelecer os mecanismos de acdo de compostos obtidos a partir de melidceas sobre
0s insetos, principalmente com a espeécie Azadirachta indica. Os compostos presentes
nos extratos do Nim exercem atividade nos processos reprodutivos, comportamentais,
alimentares e de crescimento dos artrépodes (SCHUMUTTERER, 1990; MORDUE &
NISBET, 2000; MARTINEZ, 2008).

Mais de 135 compostos ja foram isolados a partir de diferentes partes do Nim
(BISWAS et al., 2002). Esses compostos foram divididos em dois grupos: isoprendides
e nao-isoprendides. Os isoprendides incluem diterpenos e triterpenos, 0s quais contém
protolimondides e limondides. Os nao-isoprendides abrangem as proteinas e
carboidratos, compostos sulfurosos, poli-fendlicos como os flavondides e seus
glicosideos, taninos e compostos alifaticos (BISWAS et al., 2002).

O Nim fornece uma intensa quantidade de metabdlitos secundarios de atividades
biolégicas comprovadas sendo que seu principal produto um 6leo retirado de suas
sementes, qual contém inimeros elementos ativos, sendo o limondide azadiractina
(AZA), o mais importante (NEVES, 2004). Entretanto, a concentracdo de AZA presente
na semente do Nim pode variar consideravelmente, devido a fatores ambientais e
possivelmente também por razdes genéticas (SCHUMUTTERER, 1990).

A AZA extraida da semente do Nim € um poderoso regulador do crescimento de

insetos, inibe a alimentacdo e apresenta alta toxicidade, porém esse composto se
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degrada rapidamente, sendo muito sensivel a acdo da luz, umidade e varia¢cées do pH
(GUERRINI & KRITICOS, 1998).

Os limondides presentes no Nim (tetranortriterpendides) sdo conhecidas por
apresentar atividade contra insetos, principalmente na intervencdo de seu crescimento
por inibicdo de sua alimentacao, conhecida como atividade fagoinibidora. A AZA é sem
duvida o limondéide com maior potencial de uso contra insetos, interferindo nas
glandulas enddécrinas que controlam a metamorfose e impedindo o desenvolvimento da
ecdiase (CORREA & VIEIRA, 2007). Essa substancia pode também inibir a vitelogenina
durante a ovogénese de artropodes (JONSSON & PIPER, 2007).

A avaliacdo de seu efeito toxico foi revisada recentemente por BOEKE et al.,
(2004), que concluiram que quando utilizada de forma adequada, os seus residuos nao
apresentam risco para a saude humana e para o0 meio ambiente. Desse modo, a sua
utilizacdo na pecuaria é uma alternativa aos principios quimicos geralmente toxicos,
rotineiramente utilizados no controle dos parasitas dos animais. A AZA surgiu como um
pesticida natural que apresenta grande eficacia e biodegradabilidade, e por isso a sua
producdo em laboratorio tem sido pesquisada (PRAKASH & SRIVASTAVA, 2006).

A falta de padronizacdo pode ser um dos principais problemas encontrados na
utilizacdo dos extratos do Nim, como por exemplo, a parte da planta utilizada para a
producéo do extrato, pois os frutos concentram maior teor de AZA e a estabilizacdo da
solucdo ja que a mesma pode ser facilmente degradada. Embora este principio
concentra-se principalmente nos frutos, existe uma grande variacdo nos teores
encontrados em sementes de diferentes procedéncias (ERMEL, 1987). A grande
maioria dos trabalhos cientificos publicados utilizou solu¢des produzidas com a planta,
sem a quantificacdo de seu principio ativo que pode variar bastante com a parte da
planta, relacionado ao seu desenvolvimento e sazonalidade, indice pluviométrico e
sazonalidade, temperatura, altitude, condicbes e épocas para 0 cultivo e/ou coleta
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

HOSTETTMANN et al.,, (2003) determinaram que para a selecdo de plantas
medicinais, um dos critérios mais importantes é a observacdo do terreno, pois uma
espécie que cresce em um ambiente hostil, tais como florestas tropicais em que a

presenca das mais diversas pragas € abundante, sintetiza maiores quantidades de
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compostos com atividade inseticida. Esses compostos representam uma alternativa de
controle de pragas.

2.3.3. Estudos da utilizacdo do Nim contra parasita s

A atividade dos extratos de Nim contra diversos parasitas de animais domésticos
vém sendo estudada. HEATH et al., (1995) observaram que extratos desta planta foram
eficazes contra Bovicula ovis, um piolho parasito de ovinos. HABLUETZEL et al., (2007)
avaliaram o efeito de um extrato comercial de sementes de Nim contendo 125 e 650
ppm de AZA sobre a sobrevivéncia e reproducdo de piolhos de cabras (Damalinia
limbata), e verificaram que esse extrato produziu redug&o na sobrevivéncia dos estagios
de ninfas e adultos e também interferiu na oviposi¢céo e oogénese destes piolhos.

COSTA et al., (2006) e CHAGAS & VIEIRA (2007), estudaram a atividade anti-
helmintica de folhas secas de Nim administradas por via oral e ndo observaram efeito
contra estes parasitos.

GUERRINI & KRITICOS, (1998) avaliaram o efeito do uso topico do extrato de
sementes de contra pulgas de cées e gatos (Ctenocephalides felis felis) e verificaram
reducdo significativa da populagédo desses parasitos nas doses utilizadas.

SCHMUTTERER (1990) afirmou que larvas de diversos mosquitos dos géneros
Aedes spp. e Anopheles spp. sdo sensiveis a AZA e mostram como sintomas da
intoxicacao, a reducéo da alimentagao e do crescimento. WANDSCHEER et al., (2004)
estudando o efeito de solu¢cdes de Nim contra o0 mosquito transmissor da dengue Aedes
aegypti encontraram resultados satisfatérios, principalmente relacionados a atividade
larvicida. Esses autores concluiram, no entanto, que a atividade do extrato pode ser
ampliada pela introducdo de processos de fracionamento e extracdo de limondides
mais eficazes.

Entre os trabalhos desenvolvidos com carrapatos resultados positivos foram
observados por ABDEL-SHAFY & ZAYED (2002), que estudaram o efeito de extratos
oleosos de Nim sobre estagios imaturos e adultos do carrapato Hyalomma anatolicum

excavatum. Eles encontraram efeitos significativos sobre as taxas de mortalidade das
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larvas recem eclodidas e fémeas ingurgitadas ndo alimentadas, sendo que as taxas de
mortalidade aumentaram proporcionalmente a concentragdo da solucao.

Em ensaios conduzidos usando o 6leo do Nim contra o carrapato de camelos
Hyalomma dromedarii, AL-RAJHY et al., (2003) observaram reducao significativa na
atividade de alimentacédo da larva, fato que provocou atraso na muda para o estagio de
ninfa.

LUNDH et al., (2005) avaliaram o efeito do 6leo do Nim contra &caros de
galinhas (Dermanyssus gallinae) e verificaram eficacia de 92% na reducdo desses
acaros. Resultados semelhantes foram observados por DU et al., (2008) que testaram a
atividade acaricida dos extratos do Nim contra larvas de Sarcoptes scabiei, acaro que
provoca a escabiose ou sarna. DU et al., (2009) avaliaram outros extratos de Nim
contra 0s mesmos parasitos confirmando sua eficacia.

LANDAU et al., (2009) estudaram o efeito do Nim contra o carrapato
Dermacentor variabilis, parasito de ovinos. O extrato comercial Neem-Azal® foi
administrado aos animais junto com a racdo e os autores puderam observar a que a
presenca de AZA no sangue do animal era baixa, e provocou a redugdo na ingestao de
sangue do animal pelo carrapato.

SANTOS et al., (2006) estudaram o efeito de pomadas contendo 5, 10 e 20% do
extrato obtido a partir de folhas de Nim, sobre 4caros de camundongos (Myobia musculi
e Myocoptes musculinus). Houve efeito acaricida nas concentracdes de 10% e 20%, e
foi ainda observada boa atividade cicatrizante dos extratos.

Em estudos com pragas de plantas VENZON et al., (2008) encontraram redug¢éao
significativa na populacdo de Polyphagotarsonemus latus, um acaro que ataca as
plantagdes de pimenta, quando usaram o produto comercial Neem Azal T/S.

Estudando extratos aquosos nativos de folhas, sementes e cascas de sementes
do Nim, HELMY et al., (2007) observaram que todos os extratos apresentaram atividade
inibitéria contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus), Gra-negativas
(Escherichia coli), leveduras (Candida albicans) e os fungos Aspergillus niger e

Penicillium citrinum.
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2.3.4. Estudos da utilizacdo do Nim contra carrapat  0s

CHUNGSAMARNYART et al., (1991) avaliaram o efeito do extrato etandlico das
folhas de Nim sobre o estagio larval de R. (B.) microplus, e ndo observaram resultados
significativos ap0s 24 e 48 horas de contato das larvas com o extrato. WILLIAMS (1993)
testou o efeito de solugcdes de Nim contra fémeas ingurgitadas e observou efeitos
adversos sobre a ovipostura e eclodibilidade de larvas do acaro. Este autor trabalhou
com extratos de sementes da planta extraidos em 95% de etanol por 120 horas a 25C
e que foram posteriormente filtrados e concentrados. SILVA et al., (2002) avaliaram
duas formulagbes comerciais de Nim sobre fémeas ingurgitadas do carrapato R. (B.)
microplus. Estes autores utilizaram diversas diluigcdes (1,5; 10; 35 e 50%) do extrato
oleoso em agua destilada, e obtiveram eficacias muito baixas.

BENAVIDES et al., (2001), estudaram o efeito da pulverizacdo de bovinos
criados a campo, com solucdes de Nim, sobre o R.(B.) microplus, e ndo encontraram
diferencas em relacdo ao grupo controle tratado com acaricida a base de amitraz. Os
autores salientaram, no entanto, que o0 experimento teria que ser repetido com maior
numero de animais nos grupos experimentais, ja que foram utilizados apenas cinco por
grupo.

FURLONG et al., (2002) estudaram a concentracdo letal de solugcbes de Nim
para 50%(CLsg) € 90% (CL g0) de uma populacdo de larvas de R.(B.) microplus. Eles
encontraram que tanto o0s extratos aquosos como 0s alcodlicos necessitariam de
concentragcdes muito altas para a obtencdo de resultados satisfatérios, o que tornaria
invidvel a sua utilizacdo no controle do parasito. SAUERESSIG (2002) também né&o
encontrou resultados efetivos da utilizacdo de solugdes de folhas de Nim sobre as
atividades ovariostatica, anti-embriogénica e sobre a eclodibilidade das larvas de R.(B.)
microplus.

SILVA et al., (2007) testaram os efeitos do extrato etandlico do Nim contra R.(B.)
microplus e verificaram a reducdo do periodo de pré-postura e de postura e reducdo da
producdo total de ovos. SRIVASTAVA et al., (2008) avaliaram a eficacia de extratos de
sementes, folhas e galhos do Nim in vitro e in vivo contra R.(B.) microplus. Estes

autores verificaram que os extratos derivados de sementes da planta, na concentracao
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de 8% apresentaram 80% de eficacia contra fémeas ingurgitadas, que mostraram
reducao significativa da ovipostura. No experimento a campo, 0S mesmos autores
também verificaram efeito acaricida do mesmo extrato, na mesma concentracdo, com
70,5% de mortalidade no quinto dia apds o tratamento. MAGADUM et al., (2009)
encontraram 71,8% de mortalidade de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, ao

avaliar o extrato etanolico de sementes do Nim, na concentracéo de 8% in vitro.



19

3) OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram: preparar solucées de Nim com concentracdes
conhecidas de AZA e verificar seus efeitos sobre fémeas ingurgitadas e sobre larvas do

carrapato R. (B.) microplus.
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4) MATERIAL E METODOS

4.1. Preparacédo de extratos de Nim

Os extratos de sementes de Nim foram produzidos nos laboratorios do
Departamento de Quimica de Produtos Naturais da UFSCar. A metodologia empregada
compreendeu uma seérie de procedimentos desenvolvidos pelos pesquisadores daquele
departamento e que ndo serdo totalmente descritos, porque ainda estdo em processo
de patenteamento.

O objetivo das extracdes preparadas para neste experimento, foi a obtencao de
oleos de Nim com alto teor de AZA e que pudessem ser reproduzidos com certa

facilidade.

4.2. Obtencéo e processamento das sementes de Nim

As sementes utilizadas neste experimento sdo provenientes das colheitas dos
frutos de arvores plantadas em Paranavai/PR e Juazeiro/BA. As sementes recebidas de
Juazeiro foram utilizadas para a obtencédo do 6leo de Nim. O 6leo foi extraido por meio
de uma prensa mecanica. Apos sua extracao o 6leo bruto foi filtrado e quantificado para
a determinacgdo do teor de AZA.

As sementes provenientes do estado do Parana, depois de colhidas, foram
colocadas em caixas de isopor e enviadas ao laboratorio para processamento. As
polpas que envolviam as améndoas foram removidas para obtencdo das mesmas. As
améndoas foram congeladas com nitrogénio liquido e trituradas. O preparo dos extratos
seguiu 0 seguinte protocolo resumidamente: para cada Kg de améndoas maceradas
foram adicionados 10 L de n-hexano. Esta mistura foi colocada para macerar em ciclos
de agitacdo mecéanica por 10 minutos e repouso de 90 minutos. Estes ciclos foram
repetidos oito vezes. A torta resultante deste processo foi submetida a extragdo com
etanol. Para isto a torta foi misturada com etanol nas mesmas propor¢cdes descritas
para a extragcao hexanica, e posteriormente macerada. Durante a maceracédo o material
foi submetido a ciclos de agitacdo mecanica por 10 minutos e repouso de 12 horas,

repetidos 12 vezes. O extrato etandlico assim obtido continha alto teor de AZA.
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O fluxograma de producéo pode ser visualizado na FIGURA 1.

Améndoas de NIM
(1,0 Kg)

1. Congelar N, Liquido
{ 2. Triturar

Macerar n-Hexano
(aoL)

1. Agitacdo mecéanica — 10mim
2. Repouso — 90min
3. REPETIR O PROCESSO 8X

\4 v

Extrato hexano Torta
1 1. Agitacdo mecanica — 10mim
- 2. Repouso — 12 horas
N&o utilizado
3. REPETIR O PROCESSO 12X
\ 4
Macerar Etanol  |q
(10L)
v
\ 4 \ 4
Torta Extrato Etandlico
\ 4 v
Nao Concentrar Etanol
utilizado Rota-evaporador

\ 4

‘ Extrato etandlico ‘

l 1. Liofilizag&o

Extrato com alto teor de Azadiractina

FIGURA 1. Fluxograma de preparacao de extratos de Nim com alto teor de AZA.

O processo descrito permitiu obter o extrato de Nim com alto teor de AZA, que foi

utilizado no processo de enriquecimento do 6leo bruto de Nim.



22

Optou-se pela utilizagcdo do solvente n-hexano para o processo de extracao por
apresentar-se como um solvente de baixa polaridade. Esse solvente permitiu extrair
compostos que apresentam baixa polaridade. A AZA possui polaridade média, se
mantendo na torta. Neste caso, esse solvente foi utilizado como um procedimento de
“limpeza"”, extraindo primeiramente 0s compostos poucos polares considerados
interferentes a AZA. Somente pos a extragdo quimica do 6leo, a AZA foi extraida com

etanol, obtendo um extrato etandlico mais concentrado.

4.3. Enriquecimento de 6leo de Nim

Devido a diferenca na polaridade entre o extrato etandlico liofilizado produzido
em laboratério, e o 6leo a ser enriquecido (polar — apolar) foi necessario o uso de um
veiculo para auxiliar a mistura. Para o enriquecimento de volumes conhecidos e 6leo de
Nim, massas conhecidas de extratos etandlicos com alto teor de AZA foram
solubilizados em etanol e incorporados ao 6leo. A quantidade de extrato utilizado foi
estabelecida pelo teor de AZA no extrato e o teor final de AZA desejado no 6leo. O
processo de enriquecimento e a eficacia foram avaliados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Todos os extratos foram mantidos em freezer a -20 T em
frascos revestidos com papel aluminio até o momento dos ensaios.

Foram preparados extratos oleosos nas concentracdes de 2.000ppm (N2),
5.000ppm (N5), 9.000ppm N (9) e 10.000 ppm (N10) de AZA a partir de extratos e Oleos
de Nim descritos acima.

O Oleo bruto de Nim extraido por meio de uma prensa mecéanica contém todos os
compostos presentes de sua semente. Quanto maior foi concentracdo pretendida de
AZA no o6leo a ser enriquecido, menor foi a quantidade final deste 6leo bruto utilizado
para o enriguecimento deste composto. Portanto, os extratos com alto teor de AZA
apresentaram uma menor quantidade de compostos de baixa polaridade considerados
interferentes relativos a utilizacdo do solvente hexanico que apresenta baixa polaridade.
Deste modo, os oleos enriquecidos ndo apresentaram o mesmo perfil quantitativo de
acidos graxos, di e triterpenos e outros limondides considerados compostos de baixa

polaridade. Assim, os extratos com 2.000 ppm (N2) de AZA apresentou uma maior
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guantidade de compostos de baixa polaridade, o de 5.000 ppm (N5) uma quantidade
mediana, e os extratos com 9.000 ppm (N9) e 10.000 ppm (N10) as menores

guantidades destes compostos.

4.4.Preparacao das diluicdes de extrato de Nim

Extratos oleosos de Nim contendo 2.000 (N2), 5.000 (N5), 9.000 (N9) e 10.000
ppm (N10) de AZA foram testados contra fémeas ingurgitadas e larvas de R. (B.)
microplus in vitro. Para cada extrato foram feitas diluicées utilizando uma solucéo de
agua destilada estéril, tween 80 a 0,66% como emulsificante e etanol a 30% para
obtencdo das seguintes diluicdes: 1,25%; 2,5%; 5,0%; 10,0% e 12,8%. Foram
preparados também dois controles, um contendo somente agua e outro contendo agua
adicionada de etanol a 30% e tween 80 a 0,66%. Todas as diluicbes dos extratos e 0s
dois controles descritos acima foram utilizados tanto para o ensaio contra as fémeas

ingurgitadas, quanto para as larvas.

4.5. Colheita de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus e preparo dos ensaios

4.5.1. Colheita dos carrapatos

Foram colhidas fémeas ingurgitadas de R (B.) microplus, provenientes de
bovinos de corte de diferentes grupos genéticos (puros Bos indicus e mesticos Bos
taurus X Bos indicus) criados na Embrapa Pecuéaria Sudeste, que permaneceram sem
tratamento acaricida por no minimo 40 dias antes do dia da colheita. Este periodo
permitiu a colheita de fémeas que nao apresentasse residuo de qualquer tipo de
acaricida utilizado no controle destes carrapatos. Todas as amostras foram
acondicionadas em caixas de isopor e rapidamente transportadas para o laboratorio de
Sanidade Animal, onde foram lavadas, cuidadosamente secas com papel absorvente e
pesadas em balanca analitica. A identificacdo das fémeas foi feita de acordo com as
chaves de ARAGAO & FONSECA (1961).
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4.5.2. Ensaios com fémeas ingurgitadas de  R.(B.) microplus

Para o ensaio com fémeas ingurgitadas foi usado o Teste de Imersao de Adultas
(TIA) seguindo a metodologia proposta por DRUMMOND et al., (1973). Esse teste
permite a comparagdo da mortalidade das fémeas ingurgitadas e das taxas de
oviposicao/eclodibilidade de larvas entre as fémeas dos grupos tratados e controles. As
fémeas de carrapato foram separadas em grupos de 10 acaros, com pesos
homogéneos (parcela experimental), usando-se trés repeticdes para cada diluicdo do
extrato a ser testado. As fémeas foram imersas por cinco minutos nas solug¢des de Nim,
e apos este periodo elas foram secas com papel absorvente, acondicionadas em
placas de Petri estéreis e incubadas em incubadora BOD (Biochemical Oxygen
Demand), com temperatura controlada de 27+1C e umidade superior a 80%. Durante
a incubacao foram feitas verificagBes diarias da mortalidade das fémeas. Ao final da
postura (18° dia), os ovos foram pesados e colocados em seringas de plastico, para
verificacdo da taxa de ecloséo das larvas.

A leitura de eclodibilidade das larvas foi realizada com a contagem do nimero de
larvas e de ovos remanescentes nao eclodidos, em uma amostra representativa do
conteudo das seringas, usando técnica descrita por AMARAL, (1993) com
modificagbes. Esta metodologia foi realizada da seguinte maneira: as seringas
contendo as larvas e/ou ovos remanescentes foram colocadas em estufa a temperatura
de 40C durante 24 horas, com o propoésito de matar as larvas eclodidas e assim
facilitar as contagens. As amostras de cada seringa foram homogeneizadas e porcdes
colhidas ao acaso foram colocadas em placas de Petri e contadas com o auxilio de
lupa. Para cada amostra foram feitas trés contagens de 100 larvas ou ovos sendo
calculada a média final por tratamento.

Os dados obtidos nos ensaios dos extratos nas diversas diluigbes com as
fémeas ingurgitadas foram utilizados para determinacdo dos seguintes parametros:
Reducao de postura (RP), Reducao da eclodibilidade (RE), Eficiéncia reprodutiva (ER)
e Eficacia do produto (EP), utilizando as seguintes formulas (DRUMMOND et al., 1973):

MOC — MOT
RP (0/0) = WX 100
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Em que:
RP: Reducao de postura
MOC: Peso da massa de ovos no grupo controle

MOT: Peso da massa de ovos no grupo tratado

C—ET

E
RE (%) = —=

x100

Em que:
RE: Reducéao da eclodibilidade
EC: eclodibilidade média no grupo controle

ET: eclodibilidade média no grupo tratado

. MO x E x 20.000
- PF

Em que:
ER: Eficiéncia reprodutiva
MO: Peso da massa de ovos do grupo tratado
PF: Peso de fémeas ingurgitadas do grupo tratado
E: Eclodibilidade das larvas do grupo tratado
O numero 20.000 se refere ao numero aproximado de ovos de R. (B.) microplus
contidos em um grama.
A Eficiéncia reprodutiva (ER) foi usada para determinacgéo da Eficicia do produto

(EP) por meio da férmula:

ER controle — ER tratado
EP (%) = ER controle x 100

Em que:
EP= Eficécia do produto
ER controle= Eficiéncia reprodutiva do grupo controle

ER tratado= Eficiéncia reprodutiva do grupo tratado
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4.6. Preparo do ensaio com larvas
4.6.1. Obtencao das larvas de R.(B.) microplus em laboratorio

Para os ensaios com as larvas foi utilizado o “Teste do Pacote com Larvas” (TPL)
(STONE & HAYDOC, 1962), adotado como padrao pela FAO (1971). Foram escolhidas
para obtencdo de larvas, somente as fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus que
apresentaram peso compreendido entre 160 a 300 mg, por ser considerado 6timo para
obtencdo de posturas (BENNETT, 1974). As fémeas foram lavadas e acondicionadas
em placas de Petri estéreis e incubadas em BOD a 27+1<C e umidade relativa superior
a 80% para ovipostura (18 dias). ApGs esse periodo os ovos foram colocados em
seringas descartaveis estéreis, identificados, tampados com rolha de algoddo e
novamente colocados em BOD nas mesmas condi¢cdes de temperatura e umidade para
a obtencdo das larvas. Para o TPL, utilizou-se cerca de 100 larvas com idades entre 14
e 21 dias, que foram colocadas entre dois pedacos de papel de filtro (2 x 2 cm)
previamente umedecidos com as solugcbes preparadas nas mesmas diluicbes descritas
para os ensaios com as fémeas ingurgitadas, e fechados como sanduiches (LEITE,
1988). Esses sanduiches contendo as larvas tratadas com os extratos e controles foram
colocados dentro de um envelope de papel-filtro (6 x 6 cm) e foram fechados com
pregadores. Foram realizadas trés repeticbes para cada diluicdo, e incubados em
estufa BOD nas mesmas condi¢des descritas acima.

As leituras foram feitas com auxilio de lupa e bomba a vacuo, ap6s 48 horas de
incubacado, separando-se as larvas vivas e mortas. Foram consideradas mortas todas
as larvas que se apresentaram totalmente imoveis. A porcentagem da mortalidade foi

determinada seguindo os seguintes calculos (FAO, 1971):

MC — MT
M (%) = TX 100

Em que:
M: Mortalidade
MC = Mortalidade no grupo controle

MT = Mortalidade no grupo tratado
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M_Mm+Mm+Mm
- 3

Em que:

MM = Mortalidade média

MR1 = Mortalidade de repeticéo 1
MR2 = Mortalidade de repeti¢do 2
MR3 = Mortalidade de repeticéo 3

4.7.Andlise Estatistica

Para a realizacdo das analises estatisticas da Eficacia do produto (EP) os
ensaios dos extratos N2, N5, N9 e N10 foram considerados conjuntamente, sendo que
o efeito de cada ensaio foi incluido no modelo de andlise. Apds analises preliminares
buscando-se verificar o modelo mais adequado, optou-se por utilizar um modelo probit,
incluindo os efeitos da concentracdo proporcional de AZA na solugcao (diluicdo da
solucdo vezes a concentracdo de AZA do extrato) e o efeito principal (classificatorio) de
ensaio (extrato). Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento PROBIT do
pacote estatistico SAS, tendo sido calculadas as concentracgdes letais CLsp € CLgy para
EP. O efeito da concentragédo foi transformado em logaritmo com base 10, para ser

incluido no modelo.
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5) RESULTADOS

5.1.Ensaios com as fémeas ingurgitadas de  R. (B.) microplus

Os resultados dos ensaios com as fémeas ingurgitadas relativos a Reducéo de

postura (RP), Reducdo de eclodibilidade (RE) e Eficacia do produto (EP), para os

extratos testados sédo apresentados na TABELA 1.



TABELA 1: Médias e desvios padrdo das porcentagens de Reducdo de postura (RP), Reducéo de eclodibilidade (RE),
Eficiéncia reprodutiva (ER) e Eficacia do produto (EP) para os extratos de Nim (Azadirachta indica) nas dilui¢cdes de 1,25;

2,5; 5,0; 10,0 e 12,8% testados em fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus.

Extrato* Controle 1,25% 2,5% 5% 10% 12,8%
RP - 0,43+6,52 14,49+13,02 37,11+12,11 53,36+£18,67 58,72+14,24
N2 RE - 00 6,66+11,55 23,33+32,14 20,00+26,46 26,66+20,82
ER* 10,07+0,71 10,02+0,64 7,96+1,08 4,62+1,53 4,01+2,63 3,22+1,69
EP - 0,47+6,39 20,88+10,73 54,06+15,16 60,16+26,13 68,00+16,81
RP - 13,92+15,59 51,61+10,52 35,37+33,92 69,67+21,60 79,58+11,95
N5 RE - 3,335,77 20,0+26,46 20,0+17,32 38,33+50,08 58,33£43,68
ER** 9,76%0,74 8,10+1,50 3,90+1,78 5,12+2,84 2,06+£2,12 1,13+1,38
EP - 17,04+£15,35 60,04+18,22 47,55+29,05 78,91+21,75 88,37+14,15
RP - -0,77+£3,64 47,40+2,04 82,46+17,11 61,25+£17,87 61,34+£22,96
N9 RE - 0+0 26,66+5,77 15,0+21,21 16,66+5,77 33,33%£15,27
ER** 9,76+0,74 9,85+0,36 3,77+0,41 2,07+0,38 3,21+1,68 2,69+2,09
EP - -0,82+3,65 61,38+4,22 78,78+3,87 67,12+17,23 72,44+21,45
RP - 6,69+4,24 9,11+5,54 16,26+11,77 52,99+13,41 71,19+17,31
N10 RE - 1,26+1,08 12,48+12,94 18,99+13,57 88,06+4,34 77,94+8,43
ER** 9,86+0,74 9,06+0,38 7,86+1,56 6,77+2,04 0,52+0,13 0,64+0,49
EP - 8,05+3,85 20,27+15,88 31,25+20,70 94,72+1,30 93,50+4,98

*N2= Nim 2.000ppm; N5= Nim 5.000ppm; N9= 9.000ppm e N10= Nim 10.000ppm.

10"

6C
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Os resultados da porcentagem de Reducéo de postura (RP), calculados para os
guatro extratos testados, estdo representados na FIGURA 2. O melhor efeito sobre a
reducdo de postura foi observado para o extrato contendo 9.000 ppm de AZA (N9)
diluido a 5%.

Reducéao de postura (RP)

82,5 79.6

90 +
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0 T T T T
10 o 1,25% 2,50% 5% 10% 12,80%
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Reducao da Postura (%)

9,1

FIGURA 2: Resultados dos célculos de Reducédo de postura (RP) dos extratos testados
sobre fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus. N2: extrato Nim 2.000ppm; N5: Extrato
Nim 5.000ppm; N9; extrato Nim 9.000ppm e N10: extrato Nim 10.000ppm de AZA.

Os dados de porcentagem de Reducédo da eclodibilidade (RE) calculados para os
guatro extratos testados estdo representados na FIGURA 3. A solucdo N10 diluida a
10% foi a que apresentou o melhor efeito de RE das larvas da progénie das fémeas

testadas.
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Reducao de eclodibilidade (RE)
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FIGURA 3: Resultados dos calculos de Reducédo da eclodibilidade (RE) dos extratos
testados sobre fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus. N2: extrato Nim 2.000 ppm;
N5: Extrato Nim 5.000 ppm; N9; extrato Nim 9.000 ppm e N10: extrato Nim 10.000 ppm

de AZA.

Os resultados da Eficacia do produto (EP) determinado para os quatro extratos

testados estao representados na FIGURA 4.
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FIGURA 4: Resultado dos calculos de Eficacia do produto (EP) dos extratos testados
sobre fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus. N2: extrato Nim 2.000ppm; N5: Extrato
Nim 5.000ppm; N9; extrato Nim 9.000ppm e N10: extrato Nim 10.000ppm de AZA.
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O maior indice de EP foi observado para as solugdes com os maiores teores de
AZA (N10), diluida a 10%.
Os resultados dos célculos das Concentracdes Letais (CL) para 50% e 90% nos

ensaios com as fémeas ingurgitadas, estao apresentados na TABELA 2.



TABELA 2: ConcentracOes Letais de cada extrato estimadas pelo modelo de Probit a partir dos parametros de Eficacia do

produto (EP), de acordo com o extrato de Nim utilizado nos ensaios com fémeas ingurgitadas de R. (B) microplus.

Extratos
N2 N5 N9 N10
Concentracio Valores ] ] Valores ] ] Valores ] ] Valores ] ]
Letal de (Méx. - Min.) de (Méx. - Min.) de (Méx. - Min.) de (Méx. - Min.)
CL(%) CL(%) CL(%) CL(%)
ClLo1 0,85 (0,71-1,00) 1,106 (0,91-1,31) 2,25 (1,85-2,68) 3,05 (2,53-3,60)
Clos 1,87 (1,63-2,13) 2,431 (2,09-2,79) 4,94 (4,23-5,70) 6,70 (5,79-7,66)
Clyo 2,85 (2,53-3,19) 3,700 (3,25-4,17) 7,51 (6,56-8,52) 10,19 (8,97-11,47)
CLss 3,78 (3,39-4,19) 4911 (4,36-5,48) 9,98 (8,81-11,19) 13,53 (12,05-15,08)
ClLog 4,74 (4,28-5,22) 6,152 (5,51-6,81) 12,50 (11,12-13,91) 16,95 (15,22-18,76)
CLys 5,75 (5,22-6,30) 7,463 (6,74-8,21) 15,16 (13,61-16,78) 20,56 (18,58-22,64)
Clso 6,84 (6,24-7,47) 8,877 (8,06-9,73) 18,03 (16,28-19,86) 24,46 (22,20-26,83)
Clss 8,03 (7,35-8,75) 10,425 (9,51-11,38) 21,17 (19,21-23,24) 28,73 (26,17-26,83)
CLao 9,35 (8,58-10,18) 12,143  (11,12-13,22) 24,66 (22,45-26,99) 33,46 (30,58-36,53)
Clys 10,84 (9,96-11,78) 14,074  (12,92-15,29) 28,59 (26,10-31,22) 38,78 (35,51-42,29)
CLso 12,53 (11,52-13,64) 16,275 (14,98-17,66) 33,06 (30,26-36,05) 44,85 (41,12-48,88)
Clss 14,49 (13,32-15,77) 18,819  (17,34-20,41) 38,22 (35,04-41,66) 51,86 (47,58-56,53)
Cleo 16,80 (15,43-18,33) 21,812 (20,11-23,66) 44,30 (40,65-48,28) 60,10 (55,14-65,59)
Clsgs 19,57 (17,94-21,40) 25,406  (23,42-27,59) 51,60 (47,35-56,28) 70,01 (64,17-76,54)
CLoy 22,98 (21,02-25,23) 29,837 (27,48-32,47) 60,61 (55,57-66,22) 82,22 (75,22-90,14)
CLss 27,33 (24,91-30,14) 35,490 (32,61-38,75) 72,09 (65,98-78,99) 97,80 (89,22-107,63)
Clgo 33,16 (30,07-36,79) 43,053  (39,42-47,22) 87,45 (79,79-96,23) 118,64 (107,79-131,26)
Clgs 41,53 (37,42-46,45) 53,927  (49,11-59,55) 109,54  (99,46-121,29) 148,60 (134,22-165,61)
Clgo 55,14 (49,20-62,36) 71,59 (64,65-79,86) 145,41 (131,02-162,55) 197,28 (176,63-222,17)

Limite de confiangca= 95% (Méaximo — Minimo)
N2= Nim 2.000ppm; N5= Nim 5.000ppm; N9= Nim 9.000ppm e N10= Nim 10.000ppm.
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Os resultados mostraram significancia (p<0,01) dos dois efeitos incluidos no
modelo, indicando variacGes significativas tanto devidas a concentracdo de AZA,
guanto do ensaio realizado. Como esperado, 0 aumento na concentragcdo de AZA
aumenta a eficacia como € possivel de se verificar a partir das eficacias preditas

mostradas na FIGURA 5, para cada um dos ensaios.
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FIGURA 5: Efeitos da concentracdo proporcional da AZA na solugcdo sobre fémeas
ingurgitadas de R.(B.) microplus.
*Diluicao do extrato vezes a quantidade do extrato em ppm.

O efeito do ensaio esta parcialmente confundido com o efeito da concentracao,
uma vez que cada ensaio foi realizado com um extrato diferente e as mesmas diluicbes
foram aplicadas a cada um dos extratos nas solugdes utilizadas. Desta forma, nao seria
esperado efeito significativo deste efeito, exceto se causado por fatores nao
identificados por ocasido da realizacdo do ensaio. Apesar disto, o efeito de ensaio foi
significativo, indicando que ocorreu um comportamento diferente a cada ensaio.
Observando-se na FIGURA 5, pode-se inferir que quanto maior a concentracdo de AZA
no extrato utilizado no ensaio, menor seria a sua eficiéncia relativa. Ou ainda, como se
pode verificar na FIGURA 6, que o aumento na eficiéncia depende mais da diluicéo
aplicada sobre o extrato, do que da concentracdo de AZA, indicando que outros
compostos eventualmente presentes no extrato poderiam ser responsaveis pelo
aumento da eficiéncia. De uma maneira geral, a medida que a quantidade do extrato na

solugdo aumenta, ocorre um aumento de sua eficiéncia.
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FIGURA 6: Efeitos das diluicbes dos extratos do Nim sobre fémeas ingurgitadas de

R.(B.) microplus.

*A diluicdo do extrato refere-se ao aumento da quantidade do extrato na solugéo.

As CLsp para todos os extratos testados foram de 12,52% (N2), 16,23 (N5),
33,06% (N9) e 44,85% (N10), e as CLgo foram de 55,14% (N2), 71,59% (N5), 145,41%
(N9) e 197,28% (N10). A menor concentracdo exigida para 50% e 90% de mortalidade
das fémeas foi para o extrato N5.
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FIGURA 7: Concentracbes Letais (CL) de 50 e 90% de cada extrato testado sobre
fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus. Os valores de CL foram divididos em relacdo
aos valores da concentracao de AZA de cada extrato.
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5.2. Ensaios com as larvas de R. (B.) microplus

As leituras da mortalidade larvar indicaram eficacia zero dos extratos, ou seja,
nao ocorreu mortalidade das larvas, em todos os extratos avaliados. As larvas expostas

aos tratamentos apresentaram morfologia e comportamento normais.
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6) DISCUSSAO

Os experimentos conduzidos no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da
UFSCar mostraram que é possivel a obtencao de solucdes de Nim com altos teores de
AZA, quantificada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A AZA presente nos extratos e 0leos do Nim é o composto mais estudado no
controle de pragas e insetos (COHEN et al., 1996) e € considerado o principio ativo
mais importante presente nas sementes desta planta, embora véarios autores tenham
relatado a presenca de outros limonoides com acgéo inseticida (SCHUMUTTERER,
1990; NEVES, 1994; MORDUE & NISBET, 2000; BRAHMACHARI, 2004; MARTINEZ,
2008).

Os resultados obtidos nos ensaios com fémeas ingurgitadas mostraram que o
principal efeito toxico produzido pelos extratos, esta relacionado com a inibicdo da
reproducdo deste parasito. Foram verificadas reducfes nas taxas de ovipostura e
eclodibilidade das larvas oriundas das fémeas tratadas com varias diluicbes dos
extratos em relacdo aos controles. Efeitos semelhantes do uso dos extratos de Nim
foram observados por ABDEL-SHAFY & ZAYED (2002) que avaliaram o efeito do Nim
comercial Neem Azal F sobre os ovos do carrapato Hyalomma anatolicum excavatum.
Estes autores observaram reducOes de eclodibilidade de 35%, 34%, 52% e 60% no
décimo quinto dia apd6s o tratamento, com aquele produto diluido a 1,6; 3,2; 6,4 e
12,8%, respectivamente. Esses autores sugeriram que a razdo da reducéo na producéo
de ovos das fémeas do H. anatolicum excavatum naquele experimento foi devido a
presenca da AZA no extrato comercial usado nos testes, que atuaria como um
estimulante para a eclodibilidade das larvas, tornando incompleto seu desenvolvimento
e provocando a sua morte em poucas horas apoés a ecloséo.

De uma maneira geral, no presente experimento, os extratos avaliados nos
ensaios com fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus, provocaram importante reducao
nos indices de eclodibilidade (RE) das larvas originadas das fémeas tratadas. Nos
testes com o extrato N10 diluido a 10% e 12,8% foram observadas reducdes de 88% e
77,9%, respectivamente (FIGURA 3).
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N&o se sabe com certeza a causa dos problemas reprodutivos causados pelos
extratos de Nim aos carrapatos, porém, especula-se que podem ser consequéncia de
alteracGes no processo reprodutivo das fémeas, causado pela toxicidade dos principios
presentes nestes extratos. Efeitos deletérios sobre a progénie de fémeas ingurgitadas
de R.(B.) microplus tais como o aumento do periodo de pré-postura e do periodo de
postura e a reducao da producéo total de ovos também foram observados por SILVA et
al., (2007) em ensaios com extrato etanolico do Nim.

Reducdes nos indices de postura e eclodibilidade das larvas dos carrapatos
também foram verificadas em testes com plantas pertencentes a mesma familia do Nim
(Meliaceae). FARIAS et al., (2007), avaliaram a eficacia do extrato hexanico da planta
vulgarmente conhecida como Andiroba (Carapa guianensis Aubl.), contra R. (B.)
microplus e observaram auséncia de eclodibilidade (0%) em todos os tratamentos
estudados. Estes autores trabalharam com concentracbes bastante elevadas dos
extratos (10 a 100%). SOUSA, et al., (2008) avaliaram a eficacia dos extratos oleosos
de outra meliacea, o Cinamomo (Melia azedarach). Para producgéo dos extratos foram
usados frutos verdes e maduros que foram armazenados em temperatura ambiente e
em geladeira. Nos estudos contra fémeas adultas de R.(B.) microplus foram verificadas
reducdes de postura e eclodibilidade significativas para todos os extratos avaliados.

A reducdo da massa de ovos produzida por fémeas de carrapato tem sido
verificada em diversos ensaios in vitro, no qual foram usados os extratos de Nim contra
as fémeas. SRIVASTAVA et al., (2008) verificaram que o extrato das sementes do Nim
a 8% provocaram reducdo de cerca de 34,0 mg da massa de ovos produzida por
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus) tratadas, quando comparados com 0 grupo
controle ndo tratado que produziu 50,1 mg de ovos. Resultados semelhantes para
reducdo de postura foram encontrados no presente trabalho para os extratos N5 que
apresentaram RP de 69,7% e N10 71,2%.

Avaliando a agéao do extrato hexéanico de frutos maduros de Cinamomo (Melia
azedarach) BORGES et al., (2003) verificaram total inibicdo da postura com os extratos
diluidos a 0,25%. Os autores avaliaram que este resultado foi conseqiiéncia do efeito
nocaute causado por este extrato, com a morte imediata das fémeas ingurgitadas de

R.(B.) microplus. Nos ensaios realizados contra fémeas ingurgitadas deste carrapato
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com os extratos do Nim no presente experimento, embora ndo tenha sido observado tal
efeito, puderam-se observar altos indices de RP, principalmente para os testes em que
foram usados os extratos nas maiores concentracées de AZA, como o N10 diluidos a
10% e 12,8% que provocaram 88% e 77,9% na RP, respectivamente.

Os resultados obtidos nos testes com fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus,
relativos a RE das larvas, mostraram que embora o extrato N9 tenha apresentado a
maior taxa de RE, 82,4%, ela foi bastante proxima daquela obtida para o extrato N10
(79,6%).

Quanto aos calculos de eficacia para todas as solucbes testadas pode-se
observar que a solugcdo N10 apresentou a maior eficacia, devido principalmente ao seu
efeito sobre a eclodibilidade das larvas. Resultados semelhantes foram verificados por
SOUSA et al.,, (2008), quando testaram os extratos dos frutos maduros de outra
Meliacea, Melia azedarach a uma concentracéo de 0,25% e observaram um percentual
de eclosédo de 0,7%, e percentual de eficacia de 99,7%.

Aparentemente a maior eficacia obtida no presente trabalho ocorreu com a
solugdo que apresentou a maior quantidade do extrato. Esse resultado pode estar
associado ao aumento da quantidade do extrato como um todo e ndo somente na
concentracdo de AZA. Através dos resultados das analises estatisticas, pode-se
observar um aumento na eficacia dos extratos com o aumento da quantidade do extrato
na solucéo, independentemente de cada extrato avaliado. ABDEL-SHAFY & ZAYED
(2002) estudando o efeito do extrato comercial de sementes do Neem Azal F sobre
fémeas ingurgitadas do carrapato Hyalomma anatolicun excravatum, verificaram
eficacias entre 90 a 100% no produto testado. Esses autores trabalharam com
concentracdes de 1,6%, 3,2%, 6,4% e 12,8% e observaram que a mortalidade
aumentava de acordo com o aumento relativo da concentracdo do produto.

Na maioria dos extratos avaliados neste estudo, a medida que se aumentava a
guantidade do extrato na solugdo, aumentavam-se as porcentagens dos indices de RP,
RE e EP. NUDMU et al., (1999) observaram que dois fatores principais influenciaram a
eficacia de extratos de Nim testados por eles: o tempo de exposicdo ao Oleo e a
guantidade do 6leo no extrato. Eles puderam observar que quanto maior o tempo de

exposicdo ao 6leo e quanto maior a quantidade do 6leo no extrato, maiores eram as
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eficacias dos produtos testados. No presente trabalho o tempo de exposicdo das
fémeas aos diferentes extratos foram iguais e por isto s6 puderam-se observar os
efeitos das diversas quantidades dos extratos oleosos presentes nas solucdes
preparadas.

SRIVASTAVA et al., (2008) verificaram dentre os extratos de Nim testados contra
fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus, que o extrato da semente a uma concentracao
de 8% foi o mais eficaz (80%). Esses autores trabalharam com concentracdes de 1 a
8%, verificando que a maior concentracdo foi a mais eficaz. Além dos extratos de
sementes, esses autores trabalharam com extratos de galhos e folhas, apresentando
eficacias inferiores comparados com as das sementes, o que indicou que a origem dos
extratos de Nim pode ser muito importante para a obtencéo de solu¢cbes mais ricas nos
principios ativos desejados. MAGADUM et al., (2009) também encontraram resultados
significativos avaliando o extrato etandlico de sementes do Nim nas mesmas
concentracdes contra fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, observando 71,8% de
mortalidade das mesmas. Esses estudos corroboram os resultados encontrados no
presente trabalho que indicam que a eficacia do produto esta associada a presenca de
substancias especificas nos extratos testados.

O que se notam nos trabalhos da literatura € que, em sua maioria, associam a
AZA como o principal composto de acdo anti-parasitaria. Entretanto, pesquisas que
abordam a avaliacdo dos compostos do Nim contra os carrapatos, especialmente a
espécie R.(B.) microplus ainda séo incipientes. Foi observado no presente estudo, que
a quantidade do extrato na solucdo € o principal fator que influencia os efeitos
deletérios contra a progénie de fémeas ingurgitadas do carrapato R. (B.) microplus
(FIGURA 4). As analises estatisticas mostraram que a medida que o extrato de Nim
esta presente em uma maior quantidade, torna-se mais eficaz, independentemente da
concentracdo de AZA. Outros limondides oriundos das sementes podem estar
influenciando os resultados, como por exemplo, a medida que o teor de AZA foi
enriquecido nos extratos pode ter ocorrido uma reducdo gradual da quantidade dos
outros principios presentes no extrato bruto de Nim. Geralmente, a precisdo dos efeitos

de varios tipos de extratos de arvores de Nim em relagdo ao controle de pragas é dificil
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de ser apontada, uma vez que a complexidade dos compostos e seus diversos modos
de acdo representam obstaculos na elucida¢do dos mecanismos envolvidos.

Além da AZA, outros constituintes eventualmente presentes nos extratos do Nim
podem apresentar efeitos de controle sobre as fémeas ingurgitadas influenciando o
aumento da eficacia, como pode ser verificado pelas analises estatisticas neste estudo
a partir da analise do modelo Probit. Outros limondides presentes em extratos de Nim
vém mostrando efeitos toxicos destas substancias sobre parasitos, como foi verificado
por COHEN et al., (1996) que observaram a existéncia de dois outros limonoides nos
extratos do Nim denominados nimbolida e epoxiazadiradiona e que apresentam
potencial citotoxico. O presente trabalho demonstrou que a presenca de outros
constituintes no extrato de Nim, além da AZA demonstraram acao acaricida sobre
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus. Contudo, mais estudos sdo necessarios para
determinacdo exata destas substancias, sua constituicdo quimica e seu exato papel no
efeito acaricida dos extratos de Nim.

Os resultados dos calculos das CLsy € CLgy para todos os extratos testados
contra as fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus demonstraram que o extrato N5 foi o
gue exigiu as menores concentracbfes para a mortalidade destas fémeas, embora
significativo, ndo fossem verificadas grandes variacdes nas concentragdes requeridas
para mortalidade entre os extratos, principalmente para as CLsy. Resultados
semelhantes foram observados por OLIVEIRA et al., (2007) quando avaliaram a acao
do 6leo de Nim enriquecido com AZA sobre R. (B.) microplus, e observaram valores de
ClLsp € CLgo de 3,1% e 24,6%, respectivamente. SRIVASTAVA et al., (2008) também
observaram valores semelhantes de CLso quando testaram os extratos de sementes de
Nim contra o0 mesmo carrapato. Esses autores verificaram que o valor determinado para
essa concentracao letal era de 5,12%, com 24 horas ap0s o tratamento com o extrato.
Da mesma forma, BENAVIDES et al. (2001) observaram, ap0s teste de imerséo de
fémeas ingurgitadas em extratos etéreos da semente do Nim, que a DL99 para inibicdo
da oviposicao, calculada por meio do Probit, seria de 28,1%. J& FURLONG et al.,
(2002) estudaram a concentracdo letal de solugbes de Nim para ClLsg e CLgo de uma
populacdo de larvas de R.(B.) microplus, e encontraram que 0S extratos aquosos e

alcoolicos necessitariam de concentracfes muito altas para a obtencdo de resultados
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satisfatorios. Na verdade tem sido relatada uma maior sensibilidade das fémeas
ingurgitadas ao extrato do Nim, em relacéo as larvas, que pode ser atribuida a diferente
natureza de suas cuticulas.

A utilizacdo do solvente hexanico para o processo de extracdo permitiu produzir
uma extrato com alto teor de AZA. Por apresentar afinidade com compostos de baixa
polaridade, esse solvente permitiu a extracdo das améndoas do composto AZA, este
por sua vez, apresenta meédia polaridade, produzindo um extrato com alto teor desse
composto. Embora este extrato fornecesse uma maior concentracdo de AZA, outros
limondides constituintes de média e alta polaridade estariam presentes neste extrato e
devem ser considerados no efeito dos achados do presente trabalho. Portanto,
devemos considerar que além da AZA, os extratos produzidos e utilizados no presente
trabalho apresentavam outros limondides de baixa, média e alta polaridade, que
variaram sua quantidade em funcdo da quantidade do extrato com alto teor de AZA
exigido para o enriquecimento do Oleo a ser produzido, que podem ter influenciado nos
resultados obtidos no presente estudo.

A partir dos resultados obtidos com os diferentes extratos testados no presente
estudo, podemos inferir algumas possibilidades. Se observarmos a metodologia
utilizada para a producéo dos extratos, podemos verificar que quando foi preparado um
extrato oleoso com menor concentracdo de AZA, muitos limondides caracteristicos do
Nim de baixa polaridade permaneceram no 6leo, em fungdo de uma menor quantidade
do extrato com alto teor de AZA exigida para o enriguecimento desse 0leo, que contém
todos os constituintes extraidos das améndoas. De uma maneira geral, 0 extrato que
continha a menor concentracdo de AZA apresentou uma maior quantidade desses
outros limondides de baixa, média e alta polaridade favorecendo o efeito acaricida. Ao
contrario, a medida que se aumentou a concentracdo de AZA nos extratos, a
guantidade dos outros limondides de baixa polaridade foi diminuida, provocando um
efeito relativamente menor do que o esperado.

Desta maneira, como foi observado nas andlises estatisticas que o extrato N5
apresentou as melhores concentragcdes para mortalidade das fémeas ingurgitadas,
dentre os extratos avaliados, este extrato pode ser considerado o mais adequado para

a utilizacdo como carrapaticida. Ao compararmos esse extrato com 0s outros extratos
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avaliados, este apresenta quantidades medianas do 6leo bruto e AZA, quando
observados em N9 e N10, que apresentavam altos teores de AZA, e no extrato N2, que
ao contrario, apresentava uma maior quantidade de outros limonodides de baixa
polaridade e uma menor concentragdo de AZA e outros limonodides de média e alta
polaridade.

Com base nestes resultados, pode-se observar que, além da AZA e outros
limondides de média e alta polaridade presentes nos extratos, os limondides de baixa
polaridade, como por exemplo, 0os acidos graxos, também podem ser atribuidos para
uma melhor eficiéncia dos extratos de Nim contra fémeas ingurgitadas de R.(B.)
microplus.

Outra razao para se questionar em relagéo ao baixo efeito individual esperado da
AZA sobre as fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, é que este pode estar
relacionado ao fato da AZA apresentar alta afinidade por solu¢des aquosas. Lembrando
gue para a diluicdo dos extratos oleosos utilizados no presente estudo, foi utilizada uma
solugdo aquosa (agua) para permitir a solubilizacdo destes extratos nas diferentes
diluicdes ja citadas. Uma vez que este composto apresenta alta afinidade com a agua,
durante o tempo de imersédo das fémeas, 0 mesmo possa nao ter sido absorvido pela
cuticula da fémea ingurgitada, sendo esta constituida primeiramente por uma camada
externa de ceras, a epicuticula, que € lipossoluvel (BALASHOV, 1972).

Com relacéo aos resultados obtidos a partir do teste de impregnacéo das larvas
com os extratos do Nim ndo foram verificadas eficacias dos extratos, ou seja, ndo
ocorreu mortalidade das larvas com nenhum dos extratos testados. CHAGAS et al.,
(2003) avaliando a sensibilidade do carrapato R.(B.) microplus a diversos solventes,
verificaram que, de uma maneira geral, as fémeas se mostraram mais sensiveis aos
solventes do que as larvas. Esses autores salientaram que a diferenca na constituicao
da cuticula entre larvas e fémeas ingurgitadas pode ser a causa dos seus resultados. A
cuticula dos carrapatos é composta externamente por uma camada de ceras
denominada de epicuticula e internamente por uma camada composta por quitina e
proteina, chamada de procuticula (BALASHOV, 1972). Segundo ODHIAMBO (1982), a
camada de ceras ou de lipideos € observada em R.(B). microplus somente a partir da

ecdise da ninfa e, em maior quantidade, no adulto. Portanto, nas fémeas ingurgitadas
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expostas ao extrato € necessario que primeiro ocorra a dissolugdo da camada de ceras
da epicuticula para que o extrato penetre nas camadas mais polares da cuticula,
constituidas de proteinas hidrossollveis. Este autor comenta que quanto mais
lipossoluvel ser o produto quimico, maior serda a facilidade inicial que encontrara para
penetrar a cuticula. O extrato oleoso de Nim utilizado neste estudo, como sendo
lipossoluvel, pode auxiliar no rompimento da epicuticula, facilitando posteriormente
penetrar nas camadas hidrossolaveis.

Como relatado, o estagio larval ndo apresenta tal composicdo lipossoluvel
envolvendo sua carapaga, assim nao facilitando a absor¢cdo dos compostos de baixa
polaridade presentes nos extratos pelas larvas. Outra evidéncia que pode ter
colaborado para os resultados obtidos nos testes com larvas no presente estudo, pode
estar relacionado ao teste do papel impregnado utilizado. PASSOS (1994) observou
gue a celulose do papel diminui a toxicidade de alguns defensivos quimicos, capturando
0 principio ativo e retendo-o. O mesmo foi evidenciado por CHAGAS et al., (2003)
guando estudaram a sensibilidade do carrapato R.(B.) microplus a solventes e
relataram que o teste de imersdo de larvas demonstrou possibilitar um contato maior
com o solvente do que o teste com papel impregnado.

Como citado no presente experimento, € possivel a obtencdo de extratos de Nim
guantificados para os teores de AZA e que o0s extratos concentrados de Nim
apresentam grande potencial para serem usados no controle do carrapato R. (B.)
microplus. Estudos posteriores serdo necessarios para a determinagdo de todos 0s
constituintes dos extratos e seu real papel na agdo toxica dos extratos desta planta

sobre a progénie do carrapato, assim como sobre o seu efeito em experimentos in vivo.
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7) CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo, conclui-se que:

E possivel preparar extratos de Nim com teores de AZA conhecidos e
reprodutiveis;

Os extratos oleosos de sementes de Nim apresentaram atividade inibidora da
reproducdo em fémeas adultas de R.(B.) microplus;

Os extratos oleosos das sementes de Nim ndo apresentaram atividade contra
larvas de R.(B.) microplus;

Os resultados dos ensaios biologicos com fémeas ingurgitadas de R.(B.)
microplus demonstraram que as eficacias dos extratos testados dependem da
presenca de varias substancias nos extratos e ndo somente da concentracao
de AZA.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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