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RESUMO

R. microplus e H. irritans séo ectoparasitas que causam prejuizos econdémicos
na pecuaria brasileira. Os produtos naturais extraidos de plantas sdo fontes
promissoras para 0 combate de pragas, reduzindo os efeitos negativos
ocasionados pela aplicacdo descontrolada dos acaricidas disponiveis no
mercado. P. tuberculatum destaca-se nas pesquisas devido as suas varias
acles inseticidas. Com isso, o objetivo desse trabalho foi realizar estudo
fitoquimico de P. tuberculatum, bem como determinar seu potencial inseticida
contra H. irritans e R. microplus. Neste estudo, foi avaliado o potencial
inseticida de extratos e de substancias isoladas de P. tuberculatum. Os
extratos foram obtidos de folhas, frutos e talos preparados com os solventes:
hexano, clorofomio, acetato de etila e etanol em seis concentragcées, no
entanto, para as substancias foram quatro concentracdes. A atividade dos
extratos foi avaliada sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus e de
adultos H. irritans. As substancias isoladas e identificadas foram a piplatina,
pelitorina e acido 3,4,5- trimetoxi-dihidrocindmico, isoladas a partir de extrato
etandlico de frutos de P. tuberculatum. No teste de imersdo de adultos de R.
microplus, observou-se que o extrato que apresentou eficacia foi o extrato de
fruto com 99,7%, sendo que para os demais extratos o fruto também mostrou
ser promissor para o teste de imersdo de adultos. Para as larvas de R.
microplus, a avaliacdo ocorreu em 24 horas, observando CLso de 1,23 mg/mL e
1,29 mg/mL para os extratos hexanico de folhas e talos, respectivamente. Ja a
CLso encontrada para H. irritans em papel filtro impregnado, o extrato etandlico
de talos a CLsp foi de 6,00 mg/mL, sendo este o melhor resultado para este
teste. No entanto, entre as substancias isoladas, somente a pelitorina mostrou
resultados (CLsgp de 0,48 mg/mL). Isso pode ter corrido devido a nao
combinacdo de compostos, ja que nos extratos, a combinagcdo dos compostos
fez com que os resultados fossem mais potencializados. Dessa forma, o
presente trabalho demonstrou que a espécie P. tuberculatum apresenta
importante acao acaricida.

Palavras-chave: Piper tuberculatum, plantas inseticidas, controle de pragas,
Rhipicephalus microplus, Haematobia irritans.
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ABSTRACT

R. microplus and H. irritans are ectoparasites that cause economic losses in
Brazilian livestock. Natural products extracted from plants are promising
sources for pest control, reducing the negative effects caused by the
uncontrolled application of commercially available acaricides. P. tuberculatum
stands out in the surveys due to its insecticidal actions. Therefore, the objective
of this work is to perform the phytochemical study of P. tuberculatum, as well as
its insecticidal potential against H. irritans and R. microplus. In this study the
insecticidal potential of extracts and isolated substances of P. tuberculatum was
evaluated, extracts were obtained from leaves, fruits and stalks prepared with
solvents: hexane, chloroform, ethyl acetate and ethanol in six concentrations,
however, for Como Concentrations. The activity of the extracts was evaluated
on engorged larvae and females of R. microplus and adults H. irritans. The
isolated and identified substances were piplatin, pelitorin and 3,4,5-trimethoxy
dihydrocinnamic acid isolated from ethanolic extract of P. tuberculatum fruits.
There is no immersion test of adults of R. microplus, it was observed that it
offers effective results of fruit extract with 99,7%, and for other extracts or fruit
are also shown as promising for adult immersion test. For R. microplus larvae a
24 hour evaluation, observing LCsp of 1,23 mg/mL and 1,29 mg/mL for hexenic
leaf and bead extracts, respectively. The LCs found for H. irritans on
impregnated filter paper, the ethanolic extract of stems at LCso was 6,00 mg/mL,
which was the best result for this test. However as isolated substances, the
message shown (LCsp of 0,48 mg/mL), this may have been due to a
combination of compounds, since in the extracts with a combination of
compounds, with the most known results. Thus, the present work demonstrates
that the species P. tuberculatum presents an important acaricidal action.

Keywords: Piper tuberculatum, toxic plants, pest control, Rhipicephalus
microplus, Haematobia irritans.
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1 INTRODUCAO

O sucesso da pecuéria bovina esta fundamentado nos avangos tecnoldgicos
adotados, devendo as tecnologias disponiveis, nas diferentes areas de
conhecimento serem implementadas conjuntamente para proporcionar 0 maximo
desempenho. Nos bovinos, o cruzamento mais comum € entre zebuinos e taurinos
amplamente utilizados na atualidade, sendo que o manejo nutricional e sanitario do
rebanho constituem fatores basicos para o sucesso. No entanto, no que se refere a
sanidade animal, um dos problemas a ser destacado é o controle dos ectoparasitas
(OLIVEIRA, 2015).

Rodrigues et al. (2015) estimaram a perda financeira decorrente do parasitismo
de R. microplus na producédo de leite, correspondendo a 55 % da perda total,
estimando um prejuizo superior a 400 milhdes de dolares por ano.

A mosca-dos-chifres (H. irritans) € um diptero hematofago da familia Muscidae
que mede de dois a trés milimetros. Macho e fémea sdo hematofagos e tém
preferéncia por sangue bovino (BIANCHIN et al., 2002). As picadas sdo dolorosas,
irritam e estressam 0s animais, podendo transmitir doencas como a carbunculose,
anaplasmose e leucose (GRISI et al., 2014a).

No Brasil, os danos séo atribuidos a reducao de peso e/ou ganho de peso zero
e gqueda na producdo de leite, os quais sdo consequéncias, principalmente, do
estresse provocado pela agéo irritante das moscas e, ndo apenas determinados pela
acdo hematdfaga. Outro prejuizo importante causado pela moscas-dos-chifres se
relaciona a qualidade do couro dos animais infestados, uma vez que o grande
namero de picadas no animal acarreta uma reacédo local no couro, podendo torna-lo
grosso e inflexivel e, portanto, de menor qualidade (TOGNOLI; CREPALDI;
MEDEIRQOS, 2009).

Calcula-se que as perdas econdmicas determinadas pela presenca da moscas-
dos-chifres nos rebanhos bovinos brasileiros sdo superiores a R$ 9,43 bhilhdes
(GRISI et al., 2014b).

O controle efetivo dos ectoparasitas por meio de produtos quimicos
manufaturados tem encontrado trés problemas: o desenvolvimento acelerado de
resisténcia aos principios ativos; a preocupacdo da sociedade e Orgaos
governamentais com relagdo aos residuos de agrotoxicos nos produtos de origem
animal; e a preocupacdo com os danos ambientais causados com o0 uso inadequado
desses produtos (BARBOSA et al., 2013).
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Tais fatores incentivaram a busca por outras formas de controle, mais
incisivamente, a partir da década de 90. Dentre essas, o uso de fitoterapicos
destaca-se, devido a grande biodiversidade de espécies vegetais existentes, baixo
custo e facil disponibilidade nas propriedades (FERNANDES; BRAGA, 2014).

As plantas séo fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais se constituem em modelos para sintese de um grande nimero de
farmacos. Chama a atencdo dos pesquisadores da area de produtos naturais a
grande diversidade de estruturas e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas que
eles podem oferecer (GUERRA; NODARI, 2004).

A ampla diversidade biolégica, em grande parte ainda inexplorada no Brasil,
principalmente de regides como a Amazbnia, representa um potencial para a
pesquisa de novos produtos que poderdo vir a substituir os agrotéxicos e acaricidas
sintéticos.

O conhecimento de plantas com ac¢ao inseticidas vem despertando a atencéo e
interesse por parte de pesquisadores pela potencial acdo parasiticida, que podera
subsidiar a sintese de novas moléculas para o controle das infestacbes por R.
microplus e H. irritans. As plantas inseticidas podem ser utilizadas de diferentes
formas, sendo mais comum o seu emprego na forma de 6leos essenciais e extratos.

Entre as plantas em que os extratos apresentam potencial inseticida estdo as
espécies pertencentes a familia Piperaceae, especialmente aquelas pertencentes ao
género Piper, consideradas a de maior importancia, tanto do ponto de vista cientifico
quanto econdmico (FAZOLIN et al.,, 2007). Estas plantas acumulam metabdlitos
secundarios, entre os quais as amidas (piperamidas) e diversos compostos
aromaticos que sdo os mais encontrados. Além disso, ha relatos da ocorréncia de
terpenos, flavonoides e outras classes de compostos (SCOTT et al., 2008).

Piper tuberculatum Jacq., conhecida popularmente como pimenta de macaco
ou pimenta d’arda, é utilizada na medicina popular tanto como sedativo quanto como
antidoto para mordidas de cobras. Dentre as substancias isoladas dessa espécie,
destaca-se a piplartina, uma alcamida encontrada em varias espécies de piperaceas
(BEZERRA et al., 2008). Esta substancia apresentou diversas atividades biologicas,
incluida atividade citotoxica e antitumoral (DUH; WU, 1990; KONG et al., 2008).

Atualmente, as pesquisas conduzidas com extratos vegetais ampliaram as
séries de acbes biologicas para o controle de pragas e doencas. Considerando a

necessidade da prospeccédo de novas substancias vegetais que possuam atividade
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biocida e que possam ser utilizadas no controle de pragas, o presente estudo teve
por objetivo avaliar a atividade inseticida de diferentes extratos de folhas, frutos e
talos de P. tuberculatum e substéncias isoladas em larvas e fémeas de R. microplus

e adultos de H. irritans.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CONSIDERAQOES SOBRE PLANTAS COM AC;AO INSETICIDA

O uso de plantas com propriedades inseticidas é uma pratica muito antiga
(ROEL, 2001; GALLO et al., 2002; ACIOLE, 2009) mas que, atualmente, ressurge
com o objetivo de buscar novas moléculas para o controle e manejo integrado de
pragas (COSTA et al., 2004).

Os produtos naturais oferecem grande diversidade estrutural de compostos,
desta forma, constituem uma importante fonte para descoberta e desenvolvimento
de novos produtos farmacéuticos (SAKLANI; KUTTY, 2008). Para isso, a abordagem
fitoquimica tem contribuido de forma fundamental, por meio do isolamento e da
identificacdo estrutural de compostos farmacologicamente ativos, facilitados pelo
continuo aperfeicoamento de métodos cromatograficos e espectroscopicos
(PHILLIPSON, 2007).

Assim, as modernas técnicas de triagem, separacdo e elucidacdo estrutural
tém renovado o interesse das industrias farmacéuticas por produtos naturais.
Entretanto, apesar desse crescente interesse, poucas plantas foram estudadas
(SAKLANI; KUTTY, 2008).

No século XIX, o emprego dos acaricidas organossintéticos foi amplamente
difundido, dando inicio ao uso de plantas para protecao de plantas (os chamados
aleloquimicos) (REGNAULT-ROGER; PHILOGENE, 2008; ROSSEL et al., 2008).
Entretanto, devido ao aumento da preocupacédo ambiental apés a Revolucédo Verde,
e visando solucionar ou minimizar os prejuizos causados pelo uso indiscriminado de
inseticidas sintéticos, novos estudos buscam viabilizar estratégias de manejo que
incluam plantas inseticidas (VENDRAMIM, 1997).

A prospeccdo de principios ativos provenientes de espécies vegetais com
objetivos principais de: descoberta de novas moléculas, que permitam a obtencao de
novos inseticidas sintéticos e/ou obtencdo de inseticidas botanicos naturais para o
uso direto no controle de pragas (VENDRAMIM; CASTIGLIONI, 2000).

Dessa forma, sdo necessérios estudos que visam identificar plantas com acéo
inseticida, isolar, caracterizar e sintetizar compostos de interesse no controle de
pragas (SHAPIRO, 1991; GUIMARAES, 2015).

A grande demanda originada pelos recentes apelos conservacionistas

aumentou a comercializacdo de inseticidas de origem vegetal nos ultimos anos, pois
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séo de rapida degradacdo e ndo se acumulam ao longo das cadeias troficas, sendo
assim, pouco danosos ao meio ambiente (ALMEIDA, 2010).

As plantas produzem defesas bioquimicas, também conhecidas como
metabdlitos secundarios (FRIGHETTO, 1997), que segundo Rodriguez; Vendramim
(1996) causam mortalidade ou atuam negativamente no comportamento e na
fisiologia dos insetos.

Para Fazolin et al. (2002), a escolha da melhor abordagem esta relacionada as
estruturas quimicas, que sdo muito grandes e complexas, dificeis de isolar e
sintetizar, bem como as consideracdes de ordem econémica e tecnoldgica.

De acordo com Vendramim (1997), as plantas inseticidas podem ser utilizadas
de diversas formas, sendo mais comum o0 seu emprego na forma de po seco, 6leos
e extratos. Para esse autor, os pos e extratos constituem-se na melhor opg¢éo por
serem de facil obtencdo e aplicagdo. Apresentando toxicidade por contato, ingestao
e fumigacdo (KARR; COATS, 1988; RAJENDRAN; SRIRANJINI, 2008). Esses
produtos provocam mortalidade, repeléncia, diferenca na alimentacéo e oviposicéo e
afetam o crescimento das pragas (HUANG et al., 2000; MARTINEZ; VAN EMDEN,
2002).

Diversas pesquisas tém demonstrado a viabilidade do uso de compostos
ativos, obtidos a partir de plantas no controle de pragas, devido a sua eficiéncia,
geralmente baixo custo, seguranca para 0s consumidores e meio ambiente
(SHAAYA et al., 1997; HUANG et al., 2000; BOUDA et al., 2001; DEMISSIE et al.,
2008).

Muitos compostos de origem vegetal tém sido isolados, como os terpenoides,
limonoides, rocaglamidas, furanocumarina, cromenos, alcaloides e acetogeninas,
apresentando propriedades inseticidas (VIEIRA; MAFEZOLI; BIAVATTI, 2007).

Os monoterpenos e seus analogos sao 0s mais importantes, estando presentes
em grande abundancia em Oleos essenciais de muitas plantas superiores. Sao
compostos tipicamente lipofilicos, tendo alto potencial para interferéncias téxicas em
processos bioguimicos basicos, com consequéncias fisiolégicas e comportamentais
em insetos (PRATES; SANTOS, 2002).

Os trés maiores grupos de metabolitos secundarios sao: terpenos, compostos
fendlicos e alcaloides. Os terpenos séo feitos a partir do acido mevaldnico (no
citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (cloroplasto). Os compostos fendlicos

sdo derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sao
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derivados do &cido chiquimico e também de aminoé&cidos alifaticos (BUSTILLO-
PARDEY, 2005; SIMOES et al., 2007). Os alcaldides constituem um grupo
heterogéneo de substancias nitrogenado, com acentuada acdo farmacoldgica
(POLLI, 2007).

A busca por novos inseticidas constitui-se num campo de investigagao amplo.
A grande variedade de substancias presentes na flora continua sendo um enorme
atrativo na éarea de controle de insetos (VIEIRA; FERNANDES, 1999). Estes
produtos de origem botanica desempenham papel na interacdo da planta com o
ambiente, como defesa contra herbivoria e patégenos, competicdo entre plantas e
atracdo de organismos benéficos, como polinizadores, dispersores de sementes e
microorganismos simbiontes (CASTRO et al., 2004; RAVEN; EVERT; EICHHORN;
2011).

Segundo Gallo et al. (2002) os primeiros inseticidas botanicos a serem
usados para o0 combate de insetos-pragas foram a piretrina, extraida de
Chrysanthemum cinarefiefolium, a nicotina, extraida do fumo (Nicotiana tabacum), a
sabadina, extraida da sabadila (Schoenocaulon officiale), rotenona obtida de Derris
spp e rianodina obtida de Rhyania sp.

Os metabdlitos secundéarios boténicos que protegem as plantas contra
ataques de insetos, também contribuem com o sabor e aroma dos vegetais, que
podem ter acdo téxica para o homem e outros seres vivos, mas que também podem
ser muito desejados pelos seres humanos, visto que existem relatos da utilizacdo de
especiarias pelos seres humanos como uso medicinal ha milénios (RAVEN; EVERT,;
EICHHORN; 2011).

Como a origem do uso de extratos e 6leos essenciais provenientes de plantas
medicinais é antiga, as informacdes sobre o uso de plantas no tratamento de
diversas enfermidades tém sido acumuladas e repassadas de geracdo em geragao
(ANJOS-JUNIOR, 2007).

Os estudos de inseticidas botanicos no combate a insetos tém ganhado
espaco ultimamente, onde diversas substancias tiradas de plantas, seja na forma de
extratos, Oleos essenciais ou pos, tém se demonstrado vantajosas por serem
biodegradaveis, sendo reduzidos os efeitos negativos do uso desordenado de
inseticidas sintéticos e custarem menos, tornando-se alternativa eficaz para o
controle efetivo de pragas agricolas e vetores de doencas (ACIOLE, 2009; CASTRO
et al., 2010; FARIAS, 2012).
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No quadro abaixo ha algumas espécies vegetais e suas atividades bioldgicas.

Quadro 1. Algumas plantas com acéo inseticidas.

Nome Nome a . ~
S Uso popular Substéancias ativas Acéo
popular Cientifico
Comestivel e usado
. . tanto como tempero, fins Alina, alicina, iodo e . -
Alho branco | Allium sativum S P . L Inseticida, bactericida
medicinais e defensivo aminoacidos entre outros
agricola
Ruta L. Flavonoides, cumarinas e . .
Arruda Espantar maus espiritos : Anticoncepcional
graveolens alcaloides
Capim Cymbopogon ~ . .
-apl ymbopog Problema de depresséao Terpenos e alcaloides Repelentes de insetos
cidreira citratus
Cinamomo mela | saponinas e alcaloides Inseticida
azedarach neurotéxicos
. eugenol, de acetileugenol
Cravo-da- Caryophilus 9 T 9 ' . -
o . Repelente cariofileno e Repelente inseticida
india aromaticus .
metilamilcetona.
uando plantado em . .
hgrtas re pele insetos e Cineol, linalol, carvona,

Cravo-de- Tagetes manté'm c?solo livre de ocimento, dextra-llinoleno, Repelente de insetos
defunto erecta . ~ fenol, anetol, eugenol, P ’
nematoides e para cées, Lercetagetina
afugenta pulgas q 9

Terpenos, canfeno,
. Movelaria, celulose, limoneno, mirtenol,
. Eucaliptus - ;
Eucalipto o produtos de limpeza, borneol, pinocarveol,
citriodora e . .
cosmeéticos flavondides, cetonas, Repelente de insetos
aldeidos e taninos.
Falso- Curcuma Digestivo e ativador da | Acidos orgéanicos, resina e Repelente de insetos
acafrdo longa funcéo hepatica amido P
. Fungicida, inseticida e
Nictiana . . .. 9 i
Fumo Fins terapéuticos, Nicotina como vermifugo na
tabacum o
pecudria.
Terpenos, aldeidos e
~ Mentha taninos, resinas, . .
Horteld - Repelente Py o Repelente e insetida
spicata flavondides, acidos,
carotenos evitaminas.
Louro Laurus nobilis Culinéria Taninos Inseticida, repelentes
combate a pragas
Neem Azadirachta Produtos de higiene e Azadiractina, meliantrol, como nematdides,
indica limpeza. salanina e vilasinina fungos, bactérias e
insetos.
Pimenta Capsicum Condimento e excitantes | Caroteno, tiamina, niacina Inseticida
malagueta frutescens do aparelho digestivo. e riboflavina.
Saponinas, acidos graxos,
. Sapindus Acdo eficaz contra amirina, antocianina, .. .
Saboneteira . . . . Inseticida e sarnicida.
saponaria piolhos. triterpenos, luteolina,
tanino, rutina, sitosterol.

Fonte: Baseado em Previeiro et al. (2010).

2.2 A FAMILIA PIPERACEAE

2.2.1 Importancia econdmica das Piperaceas
Diversas substancias tém sido utilizadas desde os primérdios da populagéo,

para muitos tipos de males e dentre elas, destaca-se o uso de substancias vegetais

gue sado extraidas por meio de plantas superiores (MONTANARI; BOLZANI, 2001;

NEWMAN; CRAGG, 2007).
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O mercado farmacéutico € um dos que mais explora os produtos naturais,
sendo 25% das substancias utilizadas nos medicamentos provenientes das plantas
e em torno de 44% das descobertas em pesquisas naturais surgem delas
(HOSTETTMANN; MARSTON, 2007).

O uso da familia Piperaceae é datado ha séculos, que segundo descricdo a
sua utilizagédo ficava restrita como aditivos alimentares, temperos e no uso medicinal
popular em infec¢des (SOUSA, 2011).

Certas espécies de Piper sdo consideradas de grande importancia para a
economia e como uso medicinal, sendo usadas mundialmente, como é o caso da
pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) utilizada popularmente em varias doencas; Piper
betle e P. methysticum s&o utilizadas para mastigacdo (GUIMARAES; MONTEIRO,
2005).

Segundo Souza et al. (2017) o Brasil fica entre os primeiros produtores de P.
nigrum L., ficando entre a segunda e terceira posi¢cdo no mercado do mundo, e € um
dos maiores importadores da atualidade desta pimenta para o México, os Estados
Unidos, Argentina, Holanda, Alemanha, Franca e Espanha.

Os géneros Peperomia e Piper da familia Piperaceae sdo os mais utilizados
no paisagismo. Dentre as espécies, destacam-se Peperomia caperata, Peperomia
obtusifolia, Peperomia sandersii, Peperomia magnoliifloia, Piper magnificum e Piper
umbellatum (CEAP, 2015).

2.2.2 Classificacao, caracteristicas e distribuicdo da familia Piperaceae

Dentro da ordem Piperales estdo cinco familias, mais ou menos 25 géneros
com aproximadamente 4.000 espécies (MELO; GUIMARAES; ALVES, 2014), onde a
familia Piperaceae tem distribuicdo pantropical, tendo aproximadamente 3.000
espécies (CARVALHO-SILVA; GUIMARAES, 2009), 700 espécies pertencentes ao
género Piper (TRINDADE; SILVA, 2008), com 162 espeéecies sO0 no Brasil
(SARNAGLIA-JUNIOR, 2012) (Figura 1).
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Figura 1: Distribuicdo geogréfica do género Piper. Fonte: JARAMILLO; MANOS, 2001.

No Brasil, sdo encontrados os géneros da familia Piperaceae: Manekia Trel.
Peperomia Ruiz & Pav. e Piper L. O maior género desta familia € Peperomia, onde
estdo incluidos 1.500-1.700 taxons com maior diversificagdo. Estudos sobre a flora
brasileira das Piperaceas tém demonstrado enorme diversidade das espécies de
Piper no Brasil (SARNAGLIA-JUNIOR, 2012).

Ha variacbes da familia Piperaceae entre elas arbusto, arvores, ervas,
trepadeiras e subarbustos, tendo como substratos epifitos rupicolas e terricolas.
Possuem folhas simples, com flores incompletas (sem perianto) andrégenas ou
unissexuais, pediceladas ou sésseis, geralmente peltadas. O androceu é formado de
2-6 estames livres, ovario supero, O fruto é uma drupa indeiscente, carnosa
raramente com perisperma escasso; o embrido é reduzido (RIZZINI; MORS, 1995;

GUIMARAES; GIORDANO, 2004).

2.2.3 O género Piper

O género Piper € constituido por cerca de 1.200 espécies (MOREIRA et al.,
1998; TAWAN et al., 2002; DANELUTTE et al., 2003). Sao arbustos, subarbustos ou
arvoretas, com folhas inteiras alternas, geralmente variando entre 1 e 10 m de altura,
mais ou menos lignificados, ramosos, ndo raro nodosos. As inflorescéncias sao
espiciformes com flores hermafroditas e muito reduzidas, solitarias e opostas as
folhas pedunculadas que estéo dispostas de forma alternada.

As espécies do género Piper tém alto valor comercial, medicinal e econémico,
possuindo caracteristicas como: aroma forte, agradavel e sabor picante. Oferecem

grande variedade de uso como condimentos, aromatizantes e medicinais
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(HEGNAUER, 1996). A espécie P. nigrum é uma das mais importantes do ponto de
vista econdmico, sendo um condimento amplamente conhecido como pimenta do
reino quando se utiliza o fruto verde e como pimenta branca quando o fruto é
utilizado maduro. Outras espécies sao usadas na medicina Ayurvédica, na medicina
popular da América Latina e nas indias Orientais (PARMAR et al., 1997).

Diversos trabalhos tém demonstrado atividades biolégicas atribuidas aos
extratos e Oleos essenciais de plantas do género Piper, tais como: atividade
antioxidante, inseticida, tripanocida e antifungica (TIRILLINI et al., 1996; MARTINS,
2003; NAKAMURA et al., 2006; YAMAGUCHI et al., 2006; ANJOS-JUNIOR, 2007;
CASTRO, 2007; NAVICKIENE et al., 2007; NUNES et al., 2007; RAPADO, 2007,
TRINDADE; SILVA, 2008; CASTRO et al., 2010; DEBONSI et al., 2009; LIMA et al.,
2009; COSTA et al.,, 2010; NASCIMENTO, 2011; FARIAS, 2012; LOPES et al.,
2012; VASCONCELOS et al., 2012; BATISTA et al., 2013; SILVA, 2013; MARQUES
et al., 2017).

Dentre os compostos isolados nas espécies de Piper que tém demonstrado
atividade despertando o interesse como inseticidas botanicos estdo as amidas. A
piperina foi a primeira amida a ser isolada dos frutos das espécies de Piper e os
seus constituintes quimicos tém sido frequentemente investigados, dentre os quais
estdo as amidas lipofilicas insaturadas. Essas, além de constituirem o principal
grupo de metabdlitos da planta, sdo os principais responsaveis pela atividade
inseticida (PARMAR et al., 1997).

Entretanto, estudos realizados com espécies de Piper na Asia e na Africa
revelam que as lignanas e isobutilamidas sdo compostos com maior atividade de
defesa contra insetos (BERNARD, 1995). No Brasil, as espécies Piper aduncum L.,
Piper hispidinervum C. DC., e P. tuberculatum tém sido, amplamente avaliadas
contra varios insetos pragas (CASTRO et al., 2010).

No quadro abaixo estdo algumas espécies de Piper e suas atividades

bioldgicas (Quadro 2):



Quadro 2. Algumas espécies de Piper e sua atividade biolégica.

Espécies

Nome e uso
Popular

Atividade

Referéncia

P. aduncum L.

“Aperta-ruao”

Moluscicida, citotoxica,
antibacteriana, inseticida
e larvicida, fungicida

Nascimento, 2011

Dores de estbmago
€ no combate a
diversas infeccbes

Propriedades,
antioxidante,
psicotrépicas, antiofidica e
antimicrobiana.

Facundo et al., 2008;
Rovani et al., 2014

P. amalago
(Jacq.)
P. arboreum
Yunck.

Fruto de morcego

Fungicida, inseticida

Lira et al., 2014

P. cuyabanum
C.CD.

Pimenta-do-Mato

Moluscicida, ovicida

Rapado, 2007

P.nigrum L Pimenta-do-reino. Inseticida Almeida et al., 2004
Tempero
P. regnellii (Miq.) :tti'\‘/’i'g:gg aﬁtrl‘ltg;'ﬁ:ﬁ:r"?gae Pessini et al. 2003:
C. DC. Pariparoba o Nakamura et al., 2006;
antitripanossoma.
P. cernuum Vell. Pimenta-de- F“’_‘g'_c'da. € | constantin et al., 2001
macaco antimicrobiano
P. hispidum | Falso jaborandi.
Kunth P Dores estémacais Inseticida Facundo et al., 2008;
’ ! Santos et al., 2010.
“Elixir paregérico”.
Cdélicas menstruais
e intestinais,
P. . .
ermucronatum problema digestivo,
guncker dor de estdbmago, | Atividade fungicida,
diarréia, Leishmanicida Anjos-Junior, 2007
hemorragia e
nausea.
P. alatabaccum | “Jodo brandinho”. Atividade larvicida
Trel & Yunck Anestésico bucal | . L ' | Trindade; Silva, 2008
inseticida
local.
P. reticulatum L. _Fung_lc_lda, antitumoral, Silva, 2011
Conatello, flexa. inseticida,
“Caapeba cheirosa
P. marginatum ou malvarisco”.
Jacq Dores estomacais, - Aradjo et al., 2014
Fungicida

como diurético.
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2.3 A ESPECIE Piper tuberculatum JACQ
2.3.1 Descricdo botanica
P. tuberculatum € um arbusto com aproximadamente 2,5 m de altura, com

folhas de bainha alada, suas flores sdo largas, com 2-5 estames e de ovario variado.

Apresentam trés estigmas, no fruto pode haver de 2-4 sésseis ou ndo e seu
pericarpo é pouco espesso (GUIMARAES; GIORDANO, 2004). A espécie é
conhecida como pimenta de macaco (FARIAS, 2012) (Figura 2).

Figura 2: Folhas e frutos de Piper tuberculatum Jacq. Fonte: Rosely Valéria Rodrigues.

2.3.2 Distribuicdo geogréafica

E distribuida no Continente Americano e Antilhas (GUIMARAES; GIORDANO,
2004) e, multiplica-se por sementes (LORENZI; MATOS, 2002). Cresce em altitudes
préximas a 550 m, em encosta Umida, em areas de capoeira e em locais brejosos
(GUIMARAES; GIORDANO, 2004).

Segundo Araujo-Junior et al. (1997), no estado da Paraiba, essa planta, é

conhecida localmente como pimenta d’arda. Scott et al. (2002) relataram que, na
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Costa Rica, essa espécie € abundante e semi-domesticada, onde é usada como
cerca viva.

Amplamente distribuido no Brasil, ndo ocorrendo nos estados de Rio grande do
Sul, Santa Catarina e Sergipe. Com os dominios fitogeograficos na Amazonia,

Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal.

2.3.3 Atividade inseticida de P. tuberculatum

A atividade inseticida de P. tuberculatum deve-se a acdo de suas piperamidas,
em especial as isobutilamidas e piperidinas (ARAUJO-JUNIOR et al., 1997; SCOTT
et al., 2002; FACUNDO et al., 2008). Segundo Trindade; Silva (2008) essa planta
esta relacionada a presenca de varios componentes como alcaloides, lignanas,
flavonoides e arilpropanoides. Os principais compostos quimicos apresentados em
P. tuberculatum sdo amidas do tipo isobutilicas, pirrolidinicas, dihidropiridonas,
piperidinas, derivados prenilados do acido benzoico, derivados do acido cinamico e
flavonoides (SUPERINTENDENCIA DE CONTROLE DE ENDEMIAS, 2017).

Pesquisas realizadas por Celestino et al. (2016) verificaram que P.
tuberculatum tem principios ativos contra todas as fases de vida de insetos,
apontando resultados positivos de atividade inseticida (ovicida, larvicida, adulticida)
contra Callosobruchus maculatus, Spodoptera frugiperda, Anopheles darlingi,
Cerotoma arcuatus, Aphis craccivora, Crinocerus sanctus e Alabama argilacea.

P. tuberculatum revelou ser promissora como inseticida, viabilizando suas
substancias ativas para posteriores pesquisas com outras espécies de insetos, nao
s6 de importancia agricola como também os de importancia médica que séo vetores
de doencas (CELESTINO et al., 2016).

Alguns trabalhos publicados como o de Castro (2007), Trindade; Silva (2008),
Castro et al. (2010), Farias (2012) e Silva et al. (2013), demonstraram por meio de
bioensaios o principio ativo inseticida de Piper sendo eles eficientes para as fases
larvais, ovos ou adultos de Callosobruchus maculatus, Spodoptera frugiperda
(CASTRO, 2007; CASTRO et al, 2010; FARIAS, 2012), Anopheles darlingi
(TRINDADE; SILVA, 2008), Cerotoma arcuatus (SILVA; CASTRO; BARRETO,
2011), Aphis craccivora (SILVA et al., 2013), Crinocerus sanctus (SOUSA, 2011),
Alabama argilacea (MIRANDA et al., 2002).



29

Nos experimentos em laboratorio realizados por Castro (2007) foi verificado
gue extratos aquosos de frutos frescos e frutos desidratados de P. tuberculatum
tiveram acado inseticida (larvicida) sobre a Spodoptera frugiperda (lagarta-do-
cartucho do milho), visto que as folhas do milho foram tratadas com varias
concentracdes dos extratos sendo dadas as larvas todos os dias para a alimentacéo,
verificando a reducdo do consumo da folha, revelando a propriedade toxica desta
espécie de Piper.

Em seus experimentos, Farias (2012) verificou em campo que o 6leo essencial
de P. tuberculatum possui acéo inseticida contra S. frugiperda.

Silva et al. (2013), demonstraram eficacia em experimentagfes laboratoriais
realizadas com O6leo essencial extraido de folhas desidratadas de P. tuberculatum
no controle do pulgao-preto-do-feijao-caupi.

Silva; Castro; Barreto (2011) também verificaram a acdo inseticida de P.
tuberculatum no combate de adultos de Cerotoma arcuatus.

Sousa (2011) realizou seu trabalho avaliando o potencial inseticida de P.
tuberculatum em condi¢des laboratoriais onde utilizou o 6leo extraido das folhas
desidratadas sobre as ninfas percevejo-vermelho-do-caupi (Crinocerus sanctus), e
obteve resultado positivo.

As experimentacdes de Miranda et al. (2002), demonstraram a atividade
inseticida da pimenta de macaco no controle de larvas de Alabama argilacea
(curuqueré-do-algodoeiro).

Os compostos quimicos apresentados em P. tuberculatum s&o varios, dentre
elas amidas do tipo isobutilicas, pirrolidinicas, dihidropiridonas, piperidinas,
derivados prenilados do acido benzoico, derivados do acido cinamico e flavonoides
(PARMAR et al., 2007).

Facundo et al. (2008), em seus experimentos de extracdo de Oleos essenciais
dos frutos e talos de P. tuberculatum, verificou a presenca dos seguintes
componentes quimicos: oxido de cariofileno, monoterpenos, sesquiterpenos e o (E)-
cariofileno. No extrato etanodlico dos frutos obtiveram e identificaram dois esteroides,
o stigmasterol e o B-sitosterol. Além disso, foram identificadas misturas de duas
amidas: adihidropiplartina e a piplartina, e o acido 3,4,5-trimetoxi-dihidrocinamico.

Miranda et al. (2000) testou duas amidas de P. tuberculatum (pelitorina e a 4,5-
diidropiperlonguminina) quanto a suscetibilidade da broca-da-cana, Diatraea
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saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Ambos os compostos foram eficazes como

inseticidas contra essa broca.

2.4 O CARRAPATO Rhipicephalus microplus (CANESTRINE, 1887)
2.4.1 Origem, classificacédo, descri¢cdo da espécie e ciclo bioldgico

R. microplus originou-se provavelmente na Asia, mais precisamente da india
e llha de Java, adaptando-se perfeitamente ao clima tropical, onde o calor e a
umidade propiciaram condi¢cdes favoraveis a sobrevivéncia e manutencdo da
espécie (POWELL; REID, 1982). Sua incidéncia € maior em grandes rebanhos da
Ameérica, Africa, Asia e Austrélia, sendo considerado o carrapato de maior impacto
em perda econ6mica nos rebanhos bovinos da América do Sul (GONZALES, 1993;
NARI, 1995; GONZALES et al., 2003).

Os carrapatos assim como os acaros, fazem parte do grande filo dos
Artropodes por apresentarem algumas caracteristicas incomuns como, exoesqueleto
rigido, serem invertebrados e possuirem varios pares de apéndices articulados. Os
artrépodes podem assumir uma gama de cores e formatos, quanto ao tamanho,
podem variar de macro a microrganismos, e quanto a sua relevancia toxicologica se
destacam aranhas, escorpides e carrapatos, sendo os dois primeiros diretamente
associados ao seu efeito pernicioso aos seres humanos, por meio de picadas
desses animais, jA 0s carrapatos, relacionados imediatamente ao parasitismo
(GONCALVES; HUERTA,; FREITAS; 2016).

Carrapatos sdo ectoparasitos hematéfagos classificados em trés familias:
Argasidae, Ixodidae e Nuttalliellidade (KEIRANS, 1992; KEIRANS; ROBBINS, 1999;
HORAK et al., 2002). Os Argasideos sdo carrapatos que procuram o hospedeiro
para sugar sangue, alimentando-se mais de uma vez em seu ciclo de vida, e o
abandona sempre depois de alimentar-se. Nos Ixodideos a alimentacdo dura um
tempo mais prolongado e é feita uma Unica vez em todo o ciclo de vida e a
ovoposicao resulta num grande numero de ovos (de varias centenas a 23.000 ovos
por fémea) e depois morrem, sendo estas as diferengcas mais marcantes entre estas
familias (KLOMPEN, 2005). A familia Nuttalliellidae € representada por apenas uma
espécie (Nuttalliella namaqua) (OLIVEIRA, 2004). Os carrapatos sao transmissores
de patdégenos que afetam a populacdo animal e humana (ESTRADA-PENA;
JONGEJAN, 1999; PAROLA; RAOULT, 2001).
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O R. microplus parasita um unico hospedeiro (mon6xeno), isto €, depende de
apenas um hospedeiro em seu ciclo de vida, preferencialmente os bovinos e
secundariamente outras espécies como: bubalinos, equinos, ovinos, caprinos e
cervideos (FERRETO, 2013).

O ciclo biologico e evolutivo do carrapato dos bovinos pode ser dividido em
duas fases: a fase de vida livre ou também chamada de vida ndo parasitéria, que
ocorre na pastagem, e a fase parasitaria, que ocorre no proprio hospedeiro. Os
carrapatos dessa espécie costumam causar infestacdes por ter um curto ciclo de
vida, de maneira que conseguem se reproduzir rapidamente em um curto espaco de
tempo (BROWN; AINSLIE; BEINART, 2013).

A fase parasitaria ocorre no proprio hospedeiro, na qual o parasita passa por
duas transformacdes. Esta fase inicia-se com a fixacdo da larva no animal, de
maneira que a mesma se sustenta de linfa onde o seu corpo se distende. Em
seguida, ocorre a ecdise na qual a larva passa a ser chamada de metalarva, que
apos a ruptura das paredes do idiossoma, libera a ninfa, e a partir dessa etapa o
sangue ja é a fonte alimentar do parasita (RIBEIRO et al., 2011; LAZARO et al.,
2013).

A ninfa sofre outra mutacdo se transformando em metaninfa, a qual por
diferenciagcdo sexual libera os adultos. Por serem menores que as fémeas, 0s
machos conseguem se locomover com mais facilidade, alimentar-se de mais sangue
e fecundar muitas fémeas. A fémea passa a ser chamada de tele6gena (Figura 3)
apos o seu periodo de fecundacdo, onde continua seu rastro sanguineo
ingurgitando-se até o fim da sua fase parasitaria, assim a tele6gena cai no solo para
a postura dos ovos (RIBEIRO et al., 2011; LAZARO et al., 2013).
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B

Figura 3: Teledgena, adulto fémea de Rhipicephalus microplus, parte ventral (A) e parte dorsal (B).
Fonte: Andrina G.S.Braga e Caroline V. Smozinski. Porto Velho-RO, 2015.

2.4.2 Danos ocasionados por R. microplus e sua resisténcia ao uso de
carrapaticidas

Segundo Grisi et al. (2014), o carrapato R. microplus € responsavel por
expressivas perdas a pecuaria bovina brasileira. Estimativas mostraram que o
impacto econdmico anual pode ser maior que RS$ 3,24 bilhbes de dolares, o
carrapato se tornou o principal alvo de programas de controle e erradicacdo nos
rebanhos bovinos da América do Sul (NARI, 1995).

O carrapato R. microplus acarreta severos prejuizos, diretos e indiretos, na
producdo animal, que séo relacionados com a perda de peso, baixa conversao
alimentar, perdas na qualidade do couro, toxinas liberadas no hospedeiro, lesdes de
pele e perdas produtivas em carne e leite (SILVEIRA; CARVALHO; PECONICK,
2014; PEDRASSANI; REISDORFER, 2015).

Esforgos significativos para controlar os carrapatos sao feitos na maior parte
dos paises produtores de bovinos, principalmente com os carrapaticidas. No
entanto, devido ao uso indiscriminado dos acaricidas disponiveis no mercado,
populacbes de R. microplus vém se tornando resistentes aos principios ativos,
tornando-se um problema sério na maioria destes paises. O estudo de novas
moléculas e estratégias para o controle do carrapato € imprescindivel para a
manutenc¢ao da produtividade dos rebanhos bovinos (GUERRERO et al., 2012).

O controle de R. microplus é feito por meio de acaricidas, desde o final do
século XIX pesquisadores buscam produtos com a finalidade de combaté-lo, sendo

0 arsénico o primeiro composto registrado para essa finalidade. Posteriormente,
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surgiram o0s organoclorados, os organofosforados, os piretréides sintéticos, o0s
amidinicos, as benzoilfenulureias, os fenilpirazol e as lactonas macrociclicas
(avermectinas/milbemicinas) (FERRETO, 2013).

A partir do aparecimento de indicios de resisténcias aos acaricidas
organofosforados, muito dinfundidos no pais na década de 1980, estimulou-se 0 uso
extensivo dos piretroides, que surgiram em 1977 (ADREOTI, 2010).

Esses, em alguns casos, jA ndo sdo mais eficazes contra os ectoparasitas, ou
ainda que tenham efeitos, os mesmos podem desenvolver uma relativa resisténcia
ao produto, inviabilizando assim o0 seu uso pelo alto risco de contaminagao
ambiental por meio do solo e da 4gua ou até mesmo humana, impulsionando
adversidades a saude, pelo consumo dos produtos finais de origem animal, como
carne e leite contaminados (RIBEIRO, et al., 2011).

O controle tem sido feito, principalmente com uso de carrapaticidas, sendo a
forma de controle mais utilizada atualmente no Brasil (PAIM, et al., 2011; OLIVO et
al., 2013; SILVA-FILHO et al., 2013; PEDRASSANI; REISDORFER, 2015). Porém, o
uso inadequado e desenfreado desses quimicos tem selecionado populacdes de
carrapatos resistentes a inimeros principios ativos (SANTOS et al., 2015).

Até o momento, entendia-se que os produtos mais imutaveis tanto no ambiente
qgquanto no animal, eram os mais eficazes. Contudo, com o passar dos anos
percebeu-se que estudar a relacdo direta entre os carrapatos e as plantas gerava
somente beneficios, tanto em funcdo da resisténcia que antes o ectoparasita
apresentava, quanto a persisténcia do produto quimico no meio ambiente, que,
muitas vezes, ndo apresenta nenhuma caracteristica em funcéo da sua capacidade
de biodegradabilidade (GONCALVES; HUERTA; FREITAS, 2016).

A utilizacdo de métodos alternativos para controlar o carrapato tem sido
discutida com a finalidade de minimizar os custos com acaricidas e a contaminagao
dos subprodutos. Outro fator importante é a reducao do problema de residuos bem
como sua caracteristica biodegradavel (BROGLIO-MICHELETTI, 2009).

Atualmente, vem sendo desenvolvido na Embrapa Rondbnia um projeto que
contempla a aplicagdo de metabolitos secundarios contra carrapatos R. microplus,
como forma de minimizar os prejuizos que estes organismos causam a bovinocultura
da regido Amazonica (GUIMARAES, 2015).
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2.5 A MOSCA-DOS-CHIFRES Haematobia irritans (LINNAEUS, 1758)
2.5.1 Breve histérico

Haematobia irritans, conhecido popularmente como a moscas-dos-chifres foi
descrita por Linnaeus em 1758 e reconhecida como uma praga de bovinos na
Franca em 1830. Foi introduzida acidentalmente em paises onde a bovinocultura
encontrava-se em expansao, tornando-se uma das principais pragas da pecuéria na
atualidade (VALERIO; GUIMARAES, 1983).

A mosca-dos-chifres foi identificada primeiramente no Brasil, no Estado de
Roraima, possivelmente vindo da Guiana por volta de 1977, com seu primeiro
registro feito por Valério; Guimardes (1983). A sua dispersao pelo pais, segundo
Barros (2004) foi facilitada pelo transporte em rotas de comercializacdo de gado. Em
1990, notou-se a sua presenca nos Estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul e
em 1991 a H. irritans chegou ao Estado do Parana (FARIA, 1998). Hoje a mosca-

dos-chifres encontra-se distribuida por todo o Brasil.

2.5.2 Descricdo da mosca-dos-chifres H. irritans

Este diptero da familia Muscidae € um ectoparasita hematéfago que mede de
dois a trés mm, machos e fémeas sdo hematéfagos e tém preferéncia por sangue
bovino (BIANCHIN et al., 2002) e que parasita o0 hospedeiro dia e noite,
viciosamente 15 a 40 vezes por dia, de preferéncia pelo dorso, lado do torax,
abdome e ao redor da cabeca (AGNOLIN, 2009).

A fémea deixa o0 animal para depositar seus ovos na massa fecal fresca, em
média, 400 larvas, que eclodem dos ovos, apos 24 horas, a uma temperatura de 24
e 26 graus (BORDIN,1992; AHID, 2009).

Esta fase pode acontecer no bolo fecal ou no solo, dependendo do grau de
umidade, de onde o adulto (imago) emerge entre seis e oito dias. A duracdo media
do ciclo de vida é de duas a quatro semanas, dependendo das condi¢des climaticas.
Na auséncia de animas, as moscas podem voar por até 15 km a procura de
hospedeiro (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990).

2.5.2.1 Morfologia de H.irritans segundo Honer; Bianchin; Gomes, (1990)

A pupa de H.irritans é constituida num pupario marrom escuro, situado na base
da massa fecal ou até trés cm do solo embaixo da massa (HONER; BIANCHIN;
GOMES, 1990).
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As larvas do tipo muscideos, sdo pequenas e escuras (marrom) e encontram-
se dentro da massa fecal numa profundidade que depende da temperatura, quanto
mais quente, mais profundas. Nos espiraculos posteriores possuem um botédo
central e trés sulcos sinuosos, 0s espiraculos anteriores com cinco projecdes e 0
gancho bucal direito menor do que o esquerdo (HONER; BIANCHIN; GOMES,
1990).

As larvas e pupas sao dificeis de serem encontradas, sem peneirar as fezes. A
confirmacdo da presenca da mosca-dos-chifres é mais simples e rapida pela
identificacdo dos adultos nos bovinos (tamanho e comportamento), do que pelo
exame nas pastagens (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990).

O adulto é menor pertencente ao grupo Muscideo, tem a cor castanha e a
caracteristica é o tamanho do palpos (visiveis com uma lupa), 0os quais sdo pelo
menos 2/3 de comprimento da proboscide. Ao microscépio, pode-se ver uma cerda
anterior e uma posterior esternopleural, aresa plumosa somente na parte dorsal,
probéscide rigida (inflexivel) com dentes prestomais. A frons (frente) é mais larga
nas fémeas (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990).

2.5.3 Prejuizos causados pela acao da H. irritans

Por seus habitos hemato6fagos, estes ectoparasitos causam prejuizos aos
bovinos com infestacdes. Um animal com média de 500 moscas/dia pode sofrer uma
perda anual de aproximadamente 2,6 litros de sangue (SAUERESSIG, 1994; FARIA,
1998; GARCIA et al., 2001; ALMEIDA et al., 2010). Grisi et al. (2002) estimaram que
as perdas causadas pela mosca-dos-chifres no Brasil era da ordem de US$150
milhdes anuais e Bianchin; Koller; Alves (2004) verificaram perdas de 10% do peso
vivo nos animais da raca Nelore infestados, o que significaria segundo Bianchin;
Koller; Detmann (2006), uma perda de US$ 865 milhdes. Além dessas perdas, a
mosca também é responsavel por uma diminuigdo no valor do couro (SAUERESSIG,
1994; GUGLIELMONE et al., 2001).

No Brasil, a perda de peso vivo em funcdo da acdo da mosca-dos-chifres
calculada por Honer; Gomes (1990) permite estimar que um animal com uma
infestacdo meédia anual de 500 moscas, constantes, pode sofrer perda de peso vivo
anual de aproximadamente 40 kg. Sendo assim, a perda total de carne para o Brasil
Central foi estimada em 1,4 milh6es de toneladas/ano se todos os animais fossem

parasitados pela mosca. Os autores, afirmaram, ainda, que a perda de peso e ganho
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zero foram consequéncias principalmente da acgéo irritante da mosca e nédo da perda
de sangue. E preciso lembrar que o nimero de moscas ndo € constante, e que,
durante a época chuvosa, qualquer animal pode apresentar uma infestacdo muito
acima de 500 moscas (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990).

2.5.4 O uso de inseticidas e aresisténcia das moscas-dos-chifres

O uso de inseticidas quimicos para o controle da mosca-dos-chifres nos ultimos
anos tem se intensificado com o uso principalmente de piretréides, mas este tem
ocorrido sem critério quanto a época e frequéncia de tratamento (MARTINS et al.,
2002). Com isso, tem levado ao desenvolvimento de resisténcia. Uma vez presente
na populacgédo, a resisténcia frequentemente acarreta no aumento das concentracées
utilizadas e maior frequéncia de tratamentos inseticidas, praticas empregadas na
tentativa de recuperar a eficacia dos produtos e dos niveis de controle (ALMEIDA et
al., 2010).

Desta forma, o desenvolvimento de resisténcia tende a aumentar os custos de
producédo, sobrecarregando um controle cada vez menos eficiente e aumentando
riscos de contaminacdo humana, ambiental e em alimentos. Outro aspecto de
grande relevancia é que o controle quimico da H. irritans contribui efetivamente para
0 agravamento da resisténcia em outros parasitas, em particular do carrapato dos
bovinos (R. microplus), com o qual a mosca-dos-chifres divide expressiva atencao

de produtores e do mercado de produtos ectoparasiticidas (BARROS, 2002).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL
» Realizar estudo fitoquimico de P. tuberculatum, bem como determinar seu

potencial inseticida contra H. irritans e R. microplus.

3.2 ESPECIFICOS

» |dentificar as estruturas das substancias isoladas do extrato etandlico de
frutos de P. tuberculatum.

= Verificar o potencial acaricida das substancias purificadas obtidas de extratos
de frutos de P. tuberculatum por meio de ensaios in vitro em R. microplus.

= Avaliar o potencial acaricida de extratos vegetais de P. tuberculatum por meio
de ensaios in vitro de imers&o de adultos sobre R. microplus.

= Determinar a concentracéo letal CLso dos extratos de P. tuberculatum contra

larvas de R. microplus e adultos de H. irritans.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ORIGEM E OBTENC}AO DOS EXTRATOS

A investigacdo quimica dos constituintes de P. tuberculatum foi realizada no
Laboratério de Pesquisa em Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal
de Rondobnia — Porto Velho-RO.

4.1.1 Coleta e identificacdo da planta

Os materiais (folhas, talos e frutos) para estudos de P. tuberculatum foram
coletados em Porto Velho — Rondbnia. A identificagdo botanica da espécie foi
realizada no Herbério do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazodnia (INPA) pelo

Dr. José Gomes e uma amostra encontra-se depositada sob o nimero 211724.

4.1.2 Elaboragéo dos extratos de P. tuberculatum

Para a obtencdo dos extratos brutos, ramos contendo folhas, talos e frutos de
P. tuberculatum foram separados e acondicionados em sacos de papel e
encaminhados para o Laboratério de Pesquisa em Quimica de Produtos Naturais da
UNIR, onde os mesmos foram submetidos a secagem em estufa a 37°C + 2°C por
um periodo de sete dias. Apés a secagem, os materiais foram triturados em
liquidificador industrial de alta rotagéo, obtendo ao final 2,18 Kg de folha, 1,90 Kg de
talo e 1,80 Kg de frutos. Cada parte da planta triturada foi dividida em trés partes
iguais e colocadas em frascos de Erlenmeyer com capacidade para 10 litros.

Para a produgéo dos extratos, foram utilizados cinco solventes em sequéncia,
sendo eles, hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e metanol. Apds a adicdo do
solvente, a solucdo permaneceu em repouso por sete dias, sendo entdo submetida a
evaporacao em evaporador rotatorio FISATOM (MATOS, 1997), onde foi obtido o
extrato do solvente da parte da planta e o material residual, o qual foi adicionado o
solvente subsequente, reiniciando o processo de repouso da solucao.

O processo de extracdo iniciou com a extracdo por hexano de folhas, frutos e
talos de P. tuberculatum (2,18; 1,80 e 1,90 Kg) respectivamente, que foram
submetidos a trés extracbes (3 x 2,5 litros) por sete dias cada, a temperatura
ambiente e posterior evaporacdo do solvente em evaporador rotativo. Apos terem
sidos extraidos com hexano, as folhas, frutos e talos de P. tuberculatum (2,0; 1,70 e
1,80 kg) foram submetidos a trés extracdes com cloroférmio (3 x 2,5 litros) por sete

dias cada, a temperatura ambiente e posterior evaporacdo do solvente em
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evaporador rotativo. Apos terem sidos extraidos com cloroférmico das folhas, frutos
e talos de P. tuberculatum (1,90; 1,60 e 1,70 Kg) foram submetidos a trés extracdes
com acetato de etila (3 x 2,5 litros) por sete dias cada, a temperatura ambiente e
posterior evaporagao do solvente. As folhas, frutos e talos de P. tuberculatum (1,80;
1,50 e 1,60 kg) foram submetidos a trés extracdes com etanol (3 x 2,5 litros) por sete
dias cada, a temperatura ambiente e posterior evaporacdo do solvente em
evaporador rotativo.

A sequéncia de solventes, evaporacdo e producdo de extratos pode ser
observada na Figura 4. Os extratos etandlicos, hexanico, cloroférmicos, acetato de
etila e metanodlico das folhas, frutos e talos de espécie P. tuberculatum foram

separados conforme a descricdo a seguir:

Material da Planta

Folha/Fruto/Talo
[ Hexano (7 dias)

Extrato Hexanico ‘ |Material Residual |
| Clorofomio (7 dias)

‘ Extrato Cloroférmico ‘ | Material Residual |
| Acetato de Etila (7 dias)

| |
| Material Residual |

| Etanol (7 dias)

I
Extrato Etandlico | Material Residual |

| Metanol (7dias)

‘ Extrato Metandlico ‘

Figura 4: Modelo esquematizado da preparagdo dos extratos hexanicos, cloroférmico, acetato de
etila, etandlicos e metanol, para as folhas frutos e talos de P. tuberculatum.

O material obtido de cada extracdo encontra-se na Tabela 1. O rendimento do
extrato de metanol foi insuficiente para realizacdo dos testes in vitro e por isso este

nao foi utilizado.
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Tabela 1. Rendimento dos extratos obtidos de Piper tuberculatum Jacq.

Massa Massa Rendimento
Extratos obtida Coloragéo do extrato
seca (Kg) (%)
)]

Folhas 1.8 11,5 0,63 Verde

Etanol Frutos 15 17,3 1,15 Verde
Talos 1,6 7,8 0,48 Marrom

Folhas 2,1 3,4 0,01 Verde

Hexano Frutos 1,8 21,3 1,18 Verde
Talos 19 1,0 0,05 Marrom

Folhas 2,0 41 0,20 Verde

Cloroférmio | Frutos 1,7 20,3 1,19 Verde
Talos 1.8 1 0,05 Marrom

Folhas 19 19 0,1 Verde

Acetatode | ool 15 9.4 0,58 Verde

Etila
Talos 1,7 1,0 0,05 Marrom
Tabela 2. Siglas para identificacdo dos extratos de P. tuberculatum.

Solvente Folhas Frutos Talos
Aceta de etila PTFACc PTFrAc PTTAC
Hexanico PTFHe PTFrHe PTTHe
Cloroférmico PTFCI PTFrCl PTTCI
Etanodlico PTFEt PTFrEt PTTEt
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4.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICAQAO DOS PRINCIPIOS ATIVOS
4.2.1 Substancias isoladas a partir de frutos de P. tuberculatum

Parte do extrato hexanico dos frutos foi submetido a cromatografia em coluna
de silica e eluido com hexano/cloroférmio em polaridade crescente, obtendo-se,
desta forma, um sélido branco amorfo denominado (1A).

A cromatografia em coluna de silica gel do extrato cloroférmio dos frutos eluido
com hexano/cloroformio em polaridade crescente levou ao isolamento de um sdlido
branco amorfo denominado (2A).

O extrato acetato de etila dos frutos, apds cromatografia em coluna de silica gel
e eluicdo com cloroférmio/acetato de etila, rendeu um soélido branco amorfo

denominado (3A).

4.3 POTENCIAL INSETICIDA POR MEIO DE ENSAIOS in vitro

O potencial inseticida dos extratos e substancias isoladas de P. tuberculatum
foi avaliado no Laboratério de Sanidade Animal (LSA) e no Campo Experimental de
Porto Velho (CEPV) da Embrapa Rondonia onde foram realizadas as coletas. Os
bioensaios foram realizados em adultos de moscas-dos-chifres, H. irritans, e em
larvas e fémeas ingurgitadas do carrapato dos bovinos, R. microplus, seguindo

metodologia de acordo com protocolos estabelecidos por FAO (2004).

4.3.1 Preparo das diluicdes

Os extratos foram diluidos em uma solucdo de agua ultrapura e Tween 20 a
2% para os testes com fémeas ingurgitadas e em etanol para a confec¢cao dos kits
para os testes com larvas de R. microplus e adultos de H. irritans. A preparacdo das
concentracdes foram feitas a partir de uma solucéo inicial de 1g de extrato/10mL de
diluente.

A partir desta solugédo, foram realizadas diluicbes seriadas, obtendo-se as
concentragoes finais de 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL
e 1,56 mg/mL, as quais foram utilizadas nos bioensaios. Vale ressaltar que as
concentragdes superiores a 50 mg/mL apresentaram alta densidade e viscosidade e,
por este motivo, ndo foram utilizadas.

Para as substancias foram diluidas, em etanol 95% PA na concentracédo de 10
mg/mL, e posteriormente em O6leo de oliva (Sigma n° 47118), em decorréncia da

baixa solubilidade das substancias. Desta forma, foram obtidas as concentracdes de
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1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL e a 0,125 mg/mL as quais foram utilizadas para o

preparo dos Kits.

4.3.2. Ensaio de imersao de adultos (Drummond et al., 1973)

Nos ensaios em R. microplus, fémeas ingurgitadas foram coletadas
diretamente sobre bovinos infestados, mantidos em é&rea de isolamento no CEPV
destinada a esta finalidade. As fémeas ingurgitadas foram encaminhadas ao LSA da
Embrapa Rondonia, onde foram imersas em solucdo de hipoclorito de sodio 2%,
enxutas em papel toalha e selecionadas conforme a integridade, motilidade e grau
de ingurgitamento. Parte das fémeas foram destinadas aos testes de imerséo de
adultos (TIA).

Outra parte das fémeas foi destinada a obtencdo de larvas, as quais foram
fixadas dorsalmente em placas de Petri e acondicionadas em estufa climatizada tipo
BOD (+ 27°C e UR > 80%) para a realizacdo da postura. Apés um periodo de 25
dias, as posturas foram removidas, pesadas e separadas em aliquotas de 500 mg
de ovos, alocadas em tubos plasticos arrolhados com algodao hidrofilo e mantidas
em BOD até a eclosdo das larvas. Estas foram destinadas aos bioensaios e
utilizadas em infestacdes artificiais em bovinos para a manutengao da colonia.

Grupos com 10 fémeas ingurgitadas foram formados, em triplicata, pesados e
submetidos a imersdo em 10 mL de cada concentracdo, por 5 minutos. Apos este
periodo, as fémeas foram enxutas em papel toalha, e alocadas em placa de Petri e
incubadas em BOD (27 + 1°C RH> 80%) para ovoposi¢do. Para o controle negativo
foi utilizada agua destilada Tween 20 a 2% e controle positivo com Diazinon em grau
técnico na concentracéo de 3,2 pg/ mL.

Apds o término da ovoposicdo, os ovos de cada grupo foram pesados e
alocados em tubos plasticos arrolhados com algodado devidamente identificadas e
colocadas em BOD até a eclosao das larvas. Foi avaliada a porcentagem de eclosao
das larvas. O peso do grupo de fémeas ingurgitadas, peso da postura e
porcentagem de eclosdo foram utilizados para os célculos de Porcentagem de
Reducdo de Ovoposicdo (%OR), porcentagem de reducdo de eclosdo (%HR)
(GONZALES, 2003), assim como eficiéncia reprodutiva (ER) e eficacia do tratamento

(E), conforme as férmulas descritas abaixo:
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%OR - meédia peso Postura controle — média peso Postura Tratamento X 100
meédia Peso Postura Controle

taxa de eclosao controle - taxa de eclosdo tratado X 100
. Taxa de eclosao controles

O/OHR =

ER - peso postura x % taxa de eclosdo x 20000

Peso das fémeas

g - ERcontrole — ERfratado x 100
ER controle

4.3.3. Ensaio do pacote de larvas de R. microplus

Os testes do pacote de larvas (TPL) com larvas de R. microplus foram
confeccionados com papel filtro (6 x 7cm), dobrado ao meio e vedados lateralmente
com grampos para papel. No procedimento para impregnacdo dos envelopes
concentracfes dos extratos/ substancia isolada quanto para os controles negativo e
positivo, foi utilizado o volume de 0,5 mL de solucdo por envelope, e no controle
positivo, foi utilizado fipronil a 1% v/v.

Os ensaios para a avaliacdo dos extratos e substancias isoladas contra larvas
de R. microplus foram realizados pela técnica do envelope de larvas (TPL) seguindo-
se a metodologia proposta por Stone; Haydock (1962) modificada por Miller et al.
(2003). Aproximadamente 100 larvas foram colocadas em cada envelope, vedados
imediatamente com grampos para papel, acondicionados em BOD por 24 horas.

Apoés este periodo, os envelopes foram abertos e realizada a contagem de
larvas vivas e mortas para calculo da porcentagem de mortalidade. Os percentuais
médios de mortalidade foram calculados considerando mortas também as larvas

sem capacidade locomotora, da seguinte forma:

NO
Mortalidade% = larvas mortas - 100

NO total de larvas

mortalidade repeticdo 1 + mortalidade repeti¢do 2 + mortalidade repeticdo 3

3

Mortalidade Média (%) =
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4.3.4 Ensaio do papel filtro impregnado
Os bioensaios em H. irritans foram realizados no CEPV da Embrapa

Rondbnia por meio do método de papel-filtro impregnado, de acordo com a
metodologia proposta por Sheppard; Hinkle (1987) e adaptada por Barros (2002). Os
kits previamente preparados foram transportados ao campo em caixa térmica com
gelo a fim de manté-los resfriados.

Os kits para os bioensaios com H. irritans foram confeccionados conforme
Barros (2002), onde discos de papel filtro com nove centimetros de didmetro foram
impregnados com as solu¢cdes dos extratos diluidas em etanol. Foi utilizado 1mL de
cada extrato/concentracdo, em triplicata. Para o controle negativo, os discos de
papel filtro foram impregnados com etanol e com uma solucdo de diazinon em grau
técnico, diluido em etanol, na concentracdo de 3,2 mg/mL, também em triplicata.

Apds a evaporacdo natural do etanol, e consequentemente a secagem do
papel filtro, estes foram acondicionados em placas de Petri descartaveis contento
um orificio na tampa, a qual foi vedada com fita crepe. O conjunto de todas as
concentracbes com trés repeticbes de um mesmo extrato juntamente com 0s
controles negativo e positivo formou o Kit.

As moscas-dos-chifres foram coletadas diretamente dos animais infestados
com auxilio de uma rede entomolégica e transferidas para os kits por meio do orificio
da placa. Foram colocadas cerca de 15 espécimes em cada placa, as quais foram
encaminhadas para o LSA da Embrapa Rondbnia e permaneceram por um periodo
de 2 horas. Apos este periodo foi realizada a leitura, onde foi feita a contagem de
moscas vivas e mortas em cada concentracdo para cdalculo da porcentagem de
mortalidade de cada extrato. Moscas com incapacidade de voar foram consideradas

mortas.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental para as varidveis avaliadas foi inteiramente ao
acaso com trés repeticOes. A partir da porcentagem de mortalidade obtida nos
bioensaios do papel filtro impregnado para H. irritans e teste do envelope de larvas,
(TPL) foi realizada a analise de sobrevivéncia a partir do teste estatistico de Probit
com auxilio do programa BioStat 2009 Professional 5.8.4., para calculo da
concentracéo letal, referente a mortalidade de 50% dos individuos (CLso) em cada

extrato.
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Para as variaveis obtidas no teste de imersdo de adultos, foi realizado um
esquema fatorial 6x3 (concentracdo x extratos). Os resultados foram submetidos a

analise de variancia e teste de Scott e Knott a 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS DE P. tuberculatum

A partir do extrato hexanico dos frutos, foi possivel isolar uma substancia
denominada (1A). Os dados espectroscépicos de RMN 'H e *3C e espectro de
massa de pelitorina, quando comparados com os dados da literatura para a

pelitorina (Figura 5), revelaram tratar-se da mesma substancia.

et Ll

Legenda: Espectro de RMN "H da pelitorina Legenda: Especiro de RMN 13C da pelitorina
Figura 5. Estrutura quimica e espectro de RMN *H e *C da pelitorina

A substéancia isolada do extrato cloroférmio dos frutos (2A) foi identificada como
sendo a piplartina (Figura 6) apés comparacado de seus dados espectroscépicos de
RMN 'H e C e espectro de massa com os dados espectroscépicos desta
substancia descritos na literatura. Resalva-se que esta substancia ja foi isolada de

todas as partes desta planta.

2R

AR A |
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e

Legenda: Espectro de RMN 'H da piplartina Legenda: Espectro de RMN '3C da piplartina

Figura 6. Estrutura quimica e espectro de RMN 'He BC piplartina
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Ap6s obtencdo dos dados espectroscépicos de RMN *H e *3C e espectro de
massa da substancia isolada do extrato acetato de etila dos frutos (3A), quando
comparados com os dados espectroscopicos descritos na literatura (RODRIGUES,
2009) para o acido 3,4,5-trimetoxi-diidrocinamico, ja isolado desta planta, foram

totalmente compativeis Figura 7.

Wl AL I I
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Legenda: Espectro de RMN "H de acido 3 4 5-trimetoxi-diidrocindmico Legenda: Espectro de RMN '3C de acido 3,4 5-trimetoxi-diidrocindmico

Figura 7. Estrutura quimica e espectro de RMN *H e **C do acido 3,4,5-trimetoxi-

diidrocinamico.

Piper € um género notavel entre as inimeras familias botanicas existentes na
flora brasileira devido aos seus metabdlitos secundarios, tais como: lignanos,
amidas, ésteres e acidos gordos de cadeia longa que sao citadas na literatura como
anti-herbivoria, defesas com efeitos comparaveis de piretréides e que contém uma
promessa no controle de insetos, incluindo vetores da malaria. Extratos de P.
tuberculatum e P. alatabaccum Trel. & Yunck., e alguns compostos isolados como:
acido 3,4,5-trimetoxy-dihydrocinamic, dihydropiplartine; piplartina, piplartina-
dihydropiplartine e 5,5 ', 7 - trimetoxy-3', 4'-metilenodioxiflavone foram testados por
Trindade et al. (2012), como larvicidas contra A. darlingi.

5.2 TESTE LARVAL DAS SUBSTANCIAS PIPLARTINA, PELITORINA E ACIDO
3,4,5-TRIMETOXI-DIIDROCINAMICO ISOLADAS DE FRUTOS DE P. tuberculatum
SOBRE R. microplus

Para o teste com as substancias isoladas, o qual foi realizado somente com as
larvas de R. microplus, as CLs encontradas foram altas quando comparadas entre
elas, sendo que a pelitorina a CLsg, foi de 0,48 mg/mL, as demais foram de 65.84

mg/mL e 169.55 mg/mL para piplartina e acido respectivamente, Tabela 3.
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Tabela 3. Toxicidade das substancias de frutos de P. tuberculatum sobre as larvas de R. microplus
(Concentragéo Letal — CL) Teste de Pacote de larvas — TPL calculado pelo programa Probit.

COMPARAGAO DAS CLs DAS SUBSTANCIAS
TESTADOS SOBRE LARVAS DE R. microplus

_ Limites
Substancias CLso _ i
(Inferior - Superior)

Pelitorina 0,48 0,0000 - 39,57
Piplartina 65.84 0,0000 - 2.312
Acido 169.55 0,0000 - 1.543

A familia Piperaceae apresenta grande diversidade de metabdlitos com
variadas atividades biologicas e toxicolégicas. Dentre eles: lignanas, neolignanas,
terpenoides, propenilfendis, chalconas, flavonas, benzenopiranos. Os constituintes
guimicos mais comuns sao as amidas (PARMAR et al.,, 1997) e estdo sendo
investigadas em seus aspectos larvicidas e anestésicos (MCFERREN;
RODRIGUEZ, 1997), destacando-se as isobutilamidas, piperidina e pirrolidina
(PARMAR et al., 1997).

Os compostos insecticidas mais reconhecidos de Piperaceaes foram isolados a
partir de P. nigrum, P. guineense e P. tuberculatum com véarios modos de acao que
incluem toxicidade de contato, sinergismo, repeléncia, e propriedades
antialimentares (SCOTT et al., 2008).

Dentre as plantas avaliadas com potencial acaricida, observa-se que P.
tuberculatum tem-se mostrado promissora para o controle de pragas e doencas,
devido ao efeito biolégico de seus metabdlitos secundarios. As principais atividades
bioldgicas desta planta sdo: inseticida, bactericida, fungicida e acaricida, além da
acao contra protozoarios de importancia na saude publica (MIRANDA et al., 2000;
NAVICKIENE et al., 2000; CUNHA; CHAVES, 2001; MIRANDA et al., 2002; SILVA
et al., 2002; SCOTT et al., 2002; CHAVES; JUNIOR; SANTOS, 2003; MIRANDA et
al., 2003; SCOTT et al., 2003; CASTRO et al., 2008; CHAGAS et al., 2012; LIMA et
al., 2014).

A piplartina {5,6-dihydro-1-[1-0x0-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-trans-2-
2propenyl]-2(1H)pyrinome} € uma amida encontrada em espécies do género Piper
(PARMAR et al., 1997). Na sua forma pura, a piplartina é obtida com rendimento na
faixa de 1% (BRAZ-FILHO; SOUZA; MATOS, 1981; CICERO et al., 2007; BEZERRA
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et al., 2008), onde esta substancia apresenta diversas atividades bioldgicas
avaliadas in vitro e in vivo, como observado no efeito ansiolitico e antidepressivo,
anti-inflamatorio, antiplaquetario e antitumoral (MAIA et al., 1998; BHUIYAN et al.,
2001; CICERO et al.,, 2007; BEZERRA et al., 2008; FONTENELE et al., 2009;
FAZOLIN et al., 2005).

Outros estudos relevantes foram observados para piplartina sobre formigas e
lagartas, bem como atividade antifungica em Cladosporium sphaerospermum e C.
cladosporioedes (CAPRON; WIEMER, 1996; NAVICKIENE et al., 2000; 2003). Além
disso, o efeito antiparasitario in vitro da piplartina foi descrito em promastigota de
Leishmania donovani e epimastigota de Trypanosoma cruzi (BODIWALA et al.,
2007; COTINGUIA et al., 2009; MORAES, 2011).

No trabalho realizado por Santana (2012), observou-se que a piplartina, na
maior concentracdo de 300 ppm, alcancou 78,66% de mortalidade durante as 96
horas de experimento; as demais concentragbes de 50, 100 e 200 ppm
apresentaram mortalidade de 18, 19 e 30 %, respectivamente. A piplartina causou
trés aumentos significativos na mortalidade larval, de acordo com o aumento das
concentragbes (H= 29,9 e P < 0,001), sendo que 50 e 100 ppm apresentaram
resultados de mortalidade similares, sendo notavel a eficacia dessa amida no
presente estudo.

Além disso, nos estudos de Barros et al. (2010) verificou-se que os isolados de
piperina (5% a 0,08%) e piplartina (1,25% a 0,02%) e mais 13 substancias sintéticas
denominadas AM estruturalmente similares a piperina, na concentracdo de 0,5% no
teste de papel impregnado sobre as larvas de R. microplus, foram eficientes no
controle deste ectoparasita. Contrariando esses resultados Barbieri-Junior et al.
(2007) ao testar a subtancia piperine ndo apresentou resultados para Lucilia cuprina
e Musca domestica. Sendo compativeis com o presente estudo no qual as mesmas
substancias nao apresentaram resultados para R. microplus.

A substancia isolada piplartina ja foi avaliada com diferentes acdes e sendo
constatados resultados promissores para a atividade de agdo anti - cancer (COSTA -
LOTUFO et al., 2010); esquistossomicida (MORAES et al., 2011) e inseticida (DYER
et al., 2003). A pelitorina, € conhecida por possuir acao inseticida (PARCK, 2001),
bactericida (REDDY et al., 2004), larvicida (PARCK, 2001), propriedades

anticancerigenas (EE et al., 2010). Conforme Ku et al. (2013) a substancia pelitorina



50

possui atividade anticoagulante, e para Narasimhan et al. (2004) o acido 3,4,5-
trimetoxi-diidrocindmico acao antibacteriana e antifungica.

Ferreira et al. (2010), isolaram do extrato hidroalcodlico de frutos de P.
turbeculatum o acido 3,4,5-trimetoxi-diidrocindmico, testando-o in vitro em formas
promastigotas de Leishmania amazonensis. O acido 3,4,5-trimetoxi-diidrocinamico
foi utilizado em culturas de L. amazonensis nas concentracbes de 1600 a 6,25
pg/mL, onde o acido 3,4,5-trimetoxi-diidrocinamico apresentou efeito leishmanicida
dose dependente para as formas promastigotas de L. amazonensis apresentando
CLso de 145 pg/mL.

Piplartina, pelitorina e &cido 3,4,5-trimetoxi-diidrocinamico, substancias
investigadas no presente estudo, isoladas dos frutos de P. tuberculatum, também ja
foram isoladas nessa planta por Navickiene et al. (2000), e em P. rugosum
(MAXWELL; RAMPERSAD, 1991) e também em outras espécies de Piper por
Parmar et al. (1997). Sendo que o acido 3,4,5-trimetoxi-diidrocinamico isolado de P.
retrofractum foi separado por hidrélise a partir do composto 3',4’,5-trimetéxi-
cinamato de etila original, isolado de P. longum (KUMAR et al., 2005).
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5.3 IMERSAO DE ADULTOS (TIA) NOS EXTRATOS DE P. tuberculatum SOBRE
ADULTOS DE R. microplus
5.3.1 Reducéo de ovoposicao (RO)

Na tabela 4, observa—se que o extrato hexéanico de frutos (PTFrHe)
apresentou melhores resultados, apresentando 75% de reducédo de ovoposi¢céo na
concentracdo de 50 mg/mL, diferencas significativas foram observadas entre os
extratos.

Para o extrato cloroférmico de talos (PTTCI) observou-se reducdo de 60,1%,
sendo este 0 mais expressivo. Enquanto que nos extratos de acetato de etila e
etandlico a reducdo de ovoposicdo nao atingiu 50% na maior concentracdo (50
mg/mL).

Tabela 4. Reducdo de ovoposicdo com os extratos hexanico, cloroférmico, acetato de etila e
etandlico de folha, talo e fruto de P. tuberculatum sobre as fémeas ingurgitadas de R. microplus

Concentracao PTFHe PTTHe PTFrHe

50,0 11,172 2,6°° 75,02

25,0 19,3%2 16,3°%° 52,42

Hexano 12,5 19,8°2 19,5°2 61,5
6,25 17,6 5,7°° 27,6

3,12 24,8 22,47 41,17

1,56 5,02 13,4 12,1%¢

Concentracéo PTFCI PTTCI PTFrCl

50,0 32,1 60,1°® 36,52

25,0 18,7°° 5,7°° 39,17

Cloroférmio 12,5 39,4°2 50,172 40,62
6,25 6,5°¢ 11,5 21,0%"°

3,12 8,2%¢ 1,9°%° 36,42

1,56 2,25¢ 13,9"° 20,0*°
Concentracéo PTFAc PTTAc PTFrAc

50,0 47,122 33,022 25,4:‘

25,0 30,9 26,7 12,7
AceEtfﬁZ de 125 136" 149" 30,7
6,25 28,3 13,2 7,9

3,12 9,4"° 15,3 10,6"°

1,56 4,2%° 32,3 8,5°°
Concentracéo PTFEt PTTEt PTFrEt

50,0 35,0™° 26,02 31,9

25,0 30,42 27,3 14,7°°

Etanol 12,5 32,1 27,9 29,5
6,25 27,5 20,6"® 23,09

3,12 14,4"° 26,3 20,9"®

1,56 13,3 11,4 20,5

*Letras iguais maiusculas na horizontal constituem grupo estatisticamente homogéneo e mindsculas
na vertical constituem grupo estatisticamente homogéneo néo diferem pelo Teste Scott e Knott a 5%
de significancia, para cada solvente.

**Andlise de variancia dos dados foram realizadas com a transformag&o de /x + 4.

***As concentracdes em mg/mL.



5.3.2 Reducéo de eclosao (HR)
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Para a porcentagem de reducdo de eclosdo, que avalia a diminuicdo da

eclosdo das larvas das posturas viaveis oriundas das fémeas submetidas aos

tratamentos, na tabela 5, observa-se a diferenca entre as médias de porcentagem

de ecloséo para os diferentes extratos hexanicos, cloroformicos, acetatos, etanolicos

de folhas, talos e frutos de P. tuberculatum.

Para o extrato hexanico dos frutos (PTFrHe), observou-se uma reducéo de

99,0% da concentragdo de 50-12,5 mg/mL. Nos extratos cloroférmicos a reducao foi

observada no extrato de folhas (PTFCI) sendo de 68,4% e, o etandlico foi de 55,6%
(PTFEt e PTFrEt) equanto que o acetato de etila observou-se 94,1% frutos (PTFrAc).

Tabela 5. Reducé@o de ecloséo dos extratos hexanico, cloroférmico, acetato de etila e etandlico de
folha, talo e fruto de P. tuberculatum sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus

Concentracdo PTFHe PTTHe PTFrHe
50,0 17,72 27,8°%  99,0™
25,0 17,0 38,6°% 99,0
Hexano 12,5 8,0%° 33,2°% 990"
6,25 6,4°° 19,5  151"°
3,12 1,1%° 29,6™% 11,3%°
1,56 2,1¢° 35,0 4,8°%°
Concentracdo  PTFCI PTTCI PTFrClI
50,0 68,42 33,3°%  16,4°°
25,0 27,2"° 29,6 7,82
Cloroférmio 12,5 45,2"° 51,9 6,52
6,25 19,0"° 14,8"° 4,4
3,12 3,1°%¢ 29,6™% 4,1°%2
1,56 4,1"° 16,7°° 4,8"
Concentracdo PTFAc PTTAc PTFrAc
50,0 28,3: 12,7;:‘ 94,12:
25,0 30,2 55 60,8
AceEt?:O de 125 1708 36%°  pa7"@
Ha 6,25 7,582 3,652 58,82
3,12 1,9 1,8" 11,8%°
1,56 17,4 0,4"® 3,1°°
Concentracao PTFEt PTTEt PTFrEt
50,0 55,6"2 20,8° 55,62
25,0 44 4™ 14,7  38,6™
Etanol 12,5 1,0°° 15,0%%  56,0"
6,25 1,0°° 20,8°*  56,0™
3,12 21,5°° 21,2 514"
1,56 18,85° 3,8°° 54,62

*Letras iguais maiusculas na horizontal constituem grupo estatisticamente homogéneo e mindsculas
na vertical constituem grupo estatisticamente homogéneo néo diferem pelo Teste Scott e Knott a 5%

de significancia, para cada solvente.

**Andlise de variancia dos dados foram realizadas com a transformacéo de x + 4.

***As concentracdes em mg/mL.



5.3.3 Eficiéncia reprodutiva (ER)

As médias de eficiéncia reprodutiva para o extrato estdo representadas na
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Tabela 6, onde foi observado que o extrato hexanico de frutos (PTFrHe) apresentou

0,1% de eficiéncia reprodutiva a partir da concentracao de 12,5 mg/mL. Sendo que

para 0s outros extratos na maior concentracdo de 50 mg/mL, observou-se eficiéncia

de 7,0%, 6,5% para clorofomico de folhas e talos (PTFCI e PTTCI), o de acetato de

etila de frutos (PTFrAc) 1,2%, enquanto que os etandlicos de frutos foi de 14,4% na

concentragédo 50 mg/mL.

Tabela 6. Eficiéncia reprodutiva dos extratos hexanico, cloroférmico, acetato de etila e etandlico de
folha, talo e fruto de P. tuberculatum sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus

Concentracdo PTFHe PTTHe PTFrHe
50,0 28,82 66,72 0,1°
25,0 25,252 56,7 0,1¢°
Hexano 12,5 26,552 61,7 0,1°
6,25 26,352 74,3" 27,62
3,12 28,52 65,0 23,8°%2
1,56 33,32 60,0"? 34,452
Concentracdo PTFCI PTTCI PTFrCl
50,0 7,0°° 6,5°° 32,4
25,0 18,3°¢ 16,62 35,1°°
Cloroférmio 12,5 9,5%¢ 5,1%° 38,9
6,25 22,0°%° 19,1°2 43,5
3,12 29,0%2 17,22 42,3
1,56 31,0°%° 17,042 46,7
Concentracdo PTFAc PTTAc  PTFrAc
50,0 13,0?‘: 20,92’ 1,ZCB°b
25,0 19,3 24,6 10,0
Acetato de 125 270" 2017 g5
Etila 6,25 27.2%°  298%  114°°
3,12 15,12 30,7 24,652
1,56 51,2°%¢ 25,9"° 27,1
Concentracao PTFEt PTTEt PTFrEt
50,0 16,6°° 31,97 14,4°°
25,0 20,3%° 33,0%"° 24,1°%2
Etanol 12,5 35,3% 33,2"° 14,5°°
6,25 37,92 31,6™° 15,2<°
3,12 33,82 32,20 17,6°°
1,56 34,62 45,1 16,4°

*Letras iguais maiusculas na horizontal constituem grupo estatisticamente homogéneo e mindsculas
na vertical constituem grupo estatisticamente homogéneo nao diferem pelo Teste Scott e Knott a 5%

de significancia, para cada solvente.

**Andlise de variancia dos dados foram realizadas com a transformac&o de vx + 4.

***Ag concentracfes em mg/mL.
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5.3.4 Eficacia (E)

De acordo com a Tabela 7, as médias de eficacia do teste de imersdo de
adultos para o extrato hexanicos, cloroférmicos, acetato de etila e etanol, observa-se
gue o extrato hexanico de frutos (PTFrHe) com 99,7% a partir da concentracédo de
12,5 mg/mL. Para o extrato cloroférmico folhas e talos (PTFCI e PTTCI) a eficacia
observada foi de 80,9% e 72,6%, respectivamente. No acetato de etila frutos e
folhas (PTFrAc e PTFAC) a eficacia observada foi de 96,9% e 67,6%. Enquanto que
0 extrato etandlico de frutos e folhas (PTFrEt e PTFEt) a eficicia foi de 71,6% e

68,4%, respectivamente.

Tabela 7. Eficiéncia reprodutiva dos extratos hexanico, cloroférmico, acetato de etila e etandlico de
folha, talo e fruto de P. tuberculatum sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus

Concentracdo PTFHe PTTHe PTFrHe

50,0 25,72 27,82 99,7"@

25,0 30,2°2  38,6°* 99,7

Hexano 12,5 26,5°*  33,2°%  99,8"
6,25 27,1% 19,552 43,9"°

3,12 21,0%° 29,62 51,5

1,56 7,7%° 35,0 301"

Concentracdo  PTFCI PTTCI PTFrCl

50,0 80,9 72,62 32,78

25,0 50,0°*  29,6"° 27,02

Cloroférmio 12,5 74,17 78,22 19,1°°

6,25 39,9%° 19,0"° 9,7°%°

3,12 18,5°¢ 27,1°° 12,1%°

1,56 15,2"° 28,0"° 4,5°°
Concentracdo PTFAc PTTAC PTFrAc

50,0 67,62: 41,322 96,722

25,0 52,2 30,8 72,1

Acetato de 125 33.0°° 182 762"
Etila 6,25 32,65 162 680"
3,12 15,1°%¢ 13,8%° 31,17°

1,56 51,272 27,3%2 24,0°%¢
Concentracao PTFEt PTTEt PTFrEt

50,0 68,4  37,0% 71,6

25,0 60,0°*  350° 52,5

Etanol 12,5 30,5°%° 34,6%° 71,5
6,25 25,3%° 37,7 70,12

3,12 33,2°%° 36,52 65,42

1,56 31,7°° 11,1<° 67,6™

*Letras iguais maiusculas na horizontal constituem grupo estatisticamente homogéneo e mindsculas
na vertical constituem grupo estatisticamente homogéneo néo diferem pelo Teste Scott e Knott a 5%
de significancia, para cada solvente.

**Andlise de variancia dos dados foram realizadas com a transformacéo de x + 4.

***Ag concentracbes em mg/mL.
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5.4 CONCENTRAC}AO LETAL DO TESTE LARVAL DOS EXTRATOS DE FOLHAS,
FRUTOS E TALOS EM DIFERENTES SOLVENTES P. tuberculatum SOBRE R.
microplus

Na analise de Probit para o calculo de CLs, os extratos hexanico de folhas,
talos e frutos de P. tuberculatum sobre as larvas de R. microplus, obteve CLso de
1,23, 1,29 e 1,75 mg/mL, respectivamente, sendo essa as menores CLs
encontradas. No entanto, os extratos cloroformicos, acetato de etila e etanol também
foram encontradas CLs. Nos extratos cloroférmicos as Clsg, do extrato de fruto,
observou o menor valor (2,23 mg/mL), seguido de folhas (3,01 mg/mL) e por fim o de
talo (7,87 mg/mL). Enquanto que para os extratos de acetato de etila, as menores
CLs foram de 2,82 e 5,19 mg/mL, frutos e talos, respectivamente. Os extratos
etandlicos, as CLssp, a qual foram de 3,62, 4,02 e 5,29 mg/mL, nos extratos de

frutos, talos e folhas, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8. Toxicidade dos extratos de P. tuberculatum para larvas R. microplus (Concentragéo Letal —
CL) Teste de Pacote de Larvas — TPL calculado pelo programa Probit.

COMPARACAO DAS CLs DOS EXTRATOS TESTADOS SOBRE
LARVAS DE R. microplus

Limites

EXTRATOS Cleo (inferior - superior)
Hexanico Folhas 1,23 0,0000 - 3,07

Frutos 1,75 1,67-1,81
Talos 1,29 0,0003 - 3,14

Cloroférmico Folhas 3,01 0,28 -6,5
Frutos 2,23 0,13 -35,84
Talos 7,87 0,72 — 48,46

Acetato de etila Folhas - emeeeeeeee

Frutos 2,82 1,16 — 4,77

Talos 5,19 3,80-6,77

Etandlico Folhas 5,29 3,42 -8,20
Frutos 3,62 0,73 -17,98

Talos 4,02 2,22 - 6,61

*Para o calculo das Concentracgdes letais (CLs) a analise estatistica realizada pelo Probit com auxilio
do programa BioStat 2009.
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A Figura 8 representa a curva de dose resposta das CLs encontradas com o0s

extratos testados sobre o teste pacote de larvas em R. microplus. Onde € observado

que todos os extratos possuem efeito, porém, a poténcia dos mesmos Sao

diferentes.

Extrato Hexanico Extrato Cloroférmico
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Figura 8. Curvas de dose resposta das CLs encontradas no Teste de Pacote de Larvas sobre larvas
de R. microplus.

Para os extratos hexanicos, talos teve maior atividade bioldgica por
equivaléncia de dose, sendo portanto, mais potente do que folha e fruto. Folha e
fruto possuem a mesma eficacia, indicada pela resposta maxima alcancada (efeito
teto). O extrato de fruto € o mais potente do que folhas e talos.

Para o extrato cloroformico observou-se também que, talos teve maior
atividade biol6gica por equivaléncia de dose, e o fruto o mais potente do que folhas
e talos.

No extrato de acetato de etila os talos também tiveram maior atividade
biolégica por equivaléncia de dose, enquanto que o fruto foi 0 mais potente. Extratos
de acetato de folhas n&o apresentaram resultados.

Enquanto que, para o extrato etandlico, os frutos apresentaram maior

atividade biologica por equivaléncia de dose, porém, folhas e talos foram mais
potentes.
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Todos os extratos (hexanico, cloroféormico, acetato de etita e etandlico) de
(folhas, talos e frutos) tiveram sua eficAcia maxima. No entanto, o Unico que nao
teve resultado foi o extrato de acetato de etila de folhas.

O extrato de pimentas do género Piper, apresenta uma série de amidas, sendo
a mais comum a piperina. Essas substancias agem como neurotoxinas, afetando as
funcBes do sistema nervoso central, causando rapida paralisia do inseto (SCOTT et
al., 2002).

No Brasil foram registradas populacdes de carrapatos resistentes a maioria das
classes de acaricidas usadas para o seu controle. Farias (1999) revelou casos de
resisténcias a organofosforados e piretréides sintéticos, enquanto que Furlong
(1999) ao amitraz na regido sul e suldeste. Em meados da década de 90,
intensificou-se o uso das lactonas macrociclicas, servindo como uma alternativa no
controle de populagdes resistentes ao compostos citados anteriomente, e, pela
facilidade de aplicacdo, uma vez que a quimica de produtos naturais jA comeca a ser
explorada. Tal fato tem impulsionado estudos com moléculas de origem vegetal,
visando o controle dos carrapatos bovinos.

Tal fato tem impulsionado estudos com moléculas de origem vegetal, visando o
controle dos carrapatos bovinos. Uma vez que o estado de Rondbnia é o maior
produtor de carne bovina. Para Borges et al. (2011) cerca de 55 plantas ja foram
avaliadas quanto ao potencial acaricida contra R. microplus, no entanto, poucas
substancias apresentaram atividades acaricidas, o que demonstra a importancia de
se estudar produtos vegetais sobre pragas e doencas.

Os extratos de folhas de P. tuberculatum tém sido utilizados como inseticidas
botanicos, assim como afirmam os estudos Trindade et al. (2012). No entanto, ha
poucos estudos publicados que visam a avaliagdo de uso de extratos de P.
tuberculatum contra carrapatos (CHAGAS et al., 2012).

Os resultados obtidos nesse estudo mostram o potencial acaricida dos extratos
de P. tuberculatum sobre as larvas de R. microplus, onde essa potencialidade foi
demonstrada na acao acaricida sobre larvas com uma mortalidade de 100% para 0s
diferentes extratos de frutos de P. tuberculatum. Em outro trabalho analisado por
Fazolin et al. (2007) com coledptero Tenebrio molitor, verificaram a mortalidade de
100% sobre larvas e adultos de Callosobruchus maculatus.

No estudo de Lima et al. (2014) testando os frutos de P. tuberculatum em

diferentes solventes contra larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus, verificaram
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gue as larvas submetidas ao extrato hexanico na concentracédo de CLsg, foi de 0,04
mg/mL, para o extrato de éter etilico a CLsoy foi de 0,08 mg/mL e de etanol foi de
CLsoy de 2,73 mg/mL. Enquanto que a reducao de ovosicdo de fémeas ingurgitadas
apresentaram melhores resultados para os extratos hexanico de 100% e éter etilico
de 88,1%.

Lima et al. (2013), também avaliaram in vitro extratos de frutos de P.
tuberculatum obtidos com diferentes solventes sobre fémeas ingurgitadas de R.
microplus, sendo que os extratos acetato de etila, etanol e hexanico de frutos de P.
tuberculatum contra as fémeas ingurgitadas, apresentou uma CLsge, de 18,4mg/mL,
140,0 mg/mL e 297,4mg/mL, respectivamente.

Santos et al. (2013) avaliando 21 espécies de plantas sobre larvas e adultos de
R. microplus, observaram que somente as Lithospermum canescens, Myosotis
latifolia, Caperonia castaneifolia, Solidago hispida, Hippocratea volubilis, e Hibiscus
mutabilis mostraram-se ativas sobre as larvas do carrapato, com eficacia de 95% na
concentracdo de 400 mg/mL. Além disso, nota-se que uma concentracdo de 400
mg/mL é maior que a concentracdo utilizada no presente estudo que foi de 50
mg/mL, ou seja, vale ressaltar que concentracfes superiores a 50 mg/mL
apresentaram alta viscosidade e densidade.

Chagas et al. (2012) avaliando o extrato bruto de folhas de P. tuberculatum em
larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus em seis diluicbes (0,31%, 0,63%,
1,25%, 2,5%, 5% e 10%), onde foi obtido a CLsgy de 0,41% e Clggy, de 0,63%),
observaram uma eficacia de 91,66% na diluicdo de 10%, a qual segundo os autores
ocorreu em funcéo do efeito sobre a eclosdo das larvas. Ainda, verificada uma alta
porcentagem de mortalidade a 5% (63,34%). No presente estudo também utilizou-se
extratos de folhas de P. tuberculatum, observando CLsy de 1,23 mg/mL, para o
extrato hexanico. No entanto, para as fémeas ingurgitadas a eficacia foi observada
com o extrato de frutos com 99,8% na concentracdo de 50mg/mL, porém esse
resultado ocorreu em fungdo da reducdo de ovoposi¢cdo. Esses autores também
realizaram testes com os compostos isolados (piperina e piplartina) e ndo causaram
mortalidade. Os resultados mecionados aqui apoiam a hipdtese que outras
substancias ativas ou uma combinacéo delas pode ser mais eficaz.

Sousa et al. (2008), trabalhando com extratos hexanicos de frutos de P.
tuberculatum com diluicbes de 0,25 a 0,0156%, sobre fémeas ingurgitadas e larvas

do carrapato bovino, observaram que o extrato de frutos apresentou uma eficacia



59

que variou de 5,2 a 99,7% para as fémeas. Diferente dos resultados obtidos nesse
estudo, os frutos de P. tuberculatum extraido com os diferentes solventes (hexano,
cloroférmico, acetato de etila e etanol).

Testes utilizando papéis de filtro impregnados foram realizados por
Guglielmone et al. (2000a); Guglielmone et al. (2001b); Fader et al. (2003) no sul do
Brasil e Argentina para avaliar popula¢cdes quanto a resisténcias aos inseticidas do
mercado de H. irritans, sendo estes a Unicas informagfes sobre estes muscideos,
testes como esse realizado em nosso estudo ndo ha relatos, pois a utilizacdo de
extratos vegetais esta sendo uma inovacao para o avancgo da agropécuaria.

Embora testes adicionais que envolvem estes produtos naturais, tais como 0s
estudos farmacoldgicos e toxicologicos, sdo necessarios para a elucidacdo do
mecanismo de acdo inseticidas, estes resultados podem ser (teis na identificacédo
dos produtos naturais para o desenvolvimento de novos acaricidas, porém outras
concentracdes e diluicdes precisam ser testadas para verificar a notavel importancia
de se utilizar espécies vegetais no controle de pragas.

A toxicidade dos extratos de P. tuberculatum pode ser atribuida a presenca das
substancias plipartina, peritorina e acido 3,4,5-trimetoxi-diidrocindmico na sua
composi¢do, o qual contém a reconhecida acdo inseticida e sinérgica como se
afirma nos estudos de Maia et al. (1998); Bhuiyan et al. (2001) e Fazolin et al.
(2005).

Os resultados apresentados sdo de grande importancia, uma vez que a
toxicidade induzida pelos extratos pode ser dependente de uma interagcdo com 0s
metabolitos secundarios da planta.
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5.5 CONCENTRAQAO LETAL DO TESTE DE PAPEL IMPREGNADO DOS
EXTRATOS DE FOLHAS, FRUTOS E TALOS EM DIFERENTES SOLVENTES P.
tuberculatum SOBRE H. irritans

A avaliagao in vitro da susceptibilidade das populacdes de mosca-dos-chifres
foi efetuada realizando leitura dos testes com duas horas de exposi¢cdo aos papéis
filtro impregnado com os extratos nas placas de Petri. Os resultados das CLso
obtidos com os extratos avaliados de P. tuberculatum, com relacdo a leitura de duas
horas, para cada um dos extratos testados estdo apresentados na Tabelas 9. O
extrato que apresentou atividade inseticida promissora para o controle da mosca-
dos-chifres foi o extrato de talos de etandlico (PTTEt) com CLsy de 6,00 mg/mL
engquanto que os outros extratos obtiveram CLsy de 61,14 mg/mL e 136,88 mg/mL
para os extratos de folhas etandlicos (PTFEt) e extratos de hexanico de frutos
(PTFrHe), respectivamente. Os extratos com CLs acima das previamente

estipuladas néo foram mencionadas.

Tabela 9. Toxicidade dos extratos de P. tuberculatum sobre H. irritans (Concentragdo Letal — CL)
Teste Papel Impregnado calculado pelo programa Probit.

Limites
EXTRATOS CLso e .
(inferior - superior)
Hexanico Frutos 136,88 58,40 — 1.308
. Folhas 61,14 28,69 — 130,29
Etandlico
Talos 6,00 1,71 -20,83

Na Figura 9 estdo representadas as curvas de dose resposta das CLs
encontradas com o0s extratos testados sobre o de teste de papel filtro impregnado
sobre H. irritans. Onde € observado que os extratos possuem efeito, porém, a
poténcia dos mesmos séo diferentes.

No extrato etanolico, observa-se que o extrato de talos possui uma maior
atividade por equivaléncia de dose, sendo o mais potente que o de folhas. Ambos
possuem a mesma eficicia, indicada pela resposta maxima alcancada (efeito topo),

porém o extrato de talos é mais potente do que o extrato de folhas.
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Figura 9. Curvas de dose resposta das CLs encontradas no Teste de Papel Filtro impregnado sobre
larvas de H. irritans. Extrato hexanico de frutos (PTFrHe) [a] e extrato etandlico folhas e talos (PTFEt
e PTTEY) [b].

A crescente demanda por principios ativos que apresentem baixa toxicidade ao
homem, menor impacto ambiental e menores custos de obtencdo vem fazendo
crescer a utilizacdo dos recursos naturais como fonte de novas substancias ativas,
que sdo consideradas até mais seguras e mais efetivas que drogas sintéticas
(PANG et al., 2014).

O uso intensivo e indiscriminado de moléculas acaricidas sintéticas tem
promovido a presdo de selecdo e aparecimento de populacdes de carrapatos
resistentes a diferentes classes de farmacos disponiveis no mercado. No entanto é
gue nesta pesquisa trabalhou-se a fitoquimica de P. tuberculatum visando o controle
acaricida e inseticida.

O controle de ectoparasitas tem sido feito, principalmente, com o uso de
acaricidas. Porém, o uso inadequado e desenfreado desses quimicos tem
selecionado populagdes resistentes a inUmeros principios ativos (PAIM et al., 2011;
OLIVO et al., 2013; SILVA et al., 2013; SANTOS et al., 2015). E por meio disto que
se busca controlar o uso intensivo de produtos quimicos que causam diretamente
poluicdo do ar, agua e solo (SPAGNOL; PRANHOS; ALBUQUERQUE, 2010).

Relatos tém sido apresentados sobre o0 uso de algumas espécies do género
Piper como inseticida na Africa (IVBIJARO; BOLAJI, 1990). Outras espécies
provenientes da india, como P. longum apresentam atividade inseticida sobre
espécies de Coleoptera e Diptera (MIYAKADO et al., 1989).

Segundo Lima et al. (2014) a eficiéncia de ectoparasita e de outras atividades
biolégicas pode variar de acordo com o método e a forma de extragdo, combinacao

de polaridade de solvente.
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Por essa razéo, este estudo utilizou partes diferentes da planta, com diferentes
solventes, tendo em vista que ndo ha trabalhos semelhantes com a utilizagdo da
espécie P. tuberculatum, com H. irritans, para R. micropus observou-se estudos com
folnas e frutos, sendo talos a analise inédita, por essa razdo, um estudo de

comparacao entre os trés materiais.
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CONCLUSAO

P. tuberculatum é uma planta promissora para o desenvolvimento de um novo
acaricida, e mais estudos devem ser realizados quanto a composi¢cao quimica e
entendimento da atividade de interacdo dos diferentes extratos e parte da planta.
O extrato hexanico de frutos de P. tuberculatum causou respostas contra as
teledgenas, fémeas adultas de R. microplus, provocando reducdo de
ovoposi¢do, agdo contra a eclosdo dos ovos, maior eficiéncia reprodutiva e
eficacia do tratamento.

A menor concentragao letal (CLso) encontradas pelos testes de TPL sobre larvas
de R. microplus, foram dos extratos hexanico de folhas (1,23 mg/mL), e extratos
hexanicos de talos (1,29 mg/mL). Enquanto que para as substancias a pelitorina
apresentou CLspo de 0,48 mg/mL, sendo este o melhor resultado entre as
substancias.

A concentracéo letal (CLsp) encontrada para o teste de papel filtro impregnado
sobre H. irritans o extrato etandlico dos talos P. tuberculatum foi de 6,00mg/mL,
sendo este o melhor resultado para essa espécie.

No entanto, as substancias testadas no teste de TPL com as substancias

isoladas, a Unica que apresentou a devida agao acaricida foi a pelitorina.
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A busca por alternativas aos produtos quimicos no controle de artrépodes, de uso agricola e pecudrio, tém se
intensificado nos ultimos anos. Dentre as plantas em que os extratos apresentam potencial inseticida esta a Piper
tuberculatum, conhecida popularmente como pimenta de macaco. Haematobia irritans (mosca-dos-chifres),
ectoparasita de rebanho bovinos, encontra-se distribuido em todos os estados brasileiros e causa prejuizos estimados
em U$ 865 milhdes anuais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade pesticida de diferentes extratos de folha,
frutos e talos de P tuberculatum, em adultos de H. irritans. Espécimes da mosca-dos-chifres foram capturados
diretamente sobre os animais infestados com auxilio de rede entomoldgica e transferidos para os kits de placas a qual
possuiam orificio no meio. Utilizou-se o método do papel filtro impregnado, onde foram realizadas diluigdes de 1,56;
3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg/mL de cada extrato, todos em triplicada. Os controles utilizados foram etanol (controle
negativo) e cipermerina em grau técnico (controle positivo) na concentragdo de 409,5 mg/mL também em triplicada.
Em cada placa de Petri foram colocadas cerca de 15 espécimes. A leitura foi realizada duas horas apds o inicio do teste.
Moscas com incapacidade de voar foram consideradas mortas. Para a andlise de eficacia inseticida dos extratos foi
obtido a concentracdo letal (CL) feita através do teste de PROBIT. Os extratos que nio apresentaram valores de
mortalidade ndo foram analisados. Os extratos de P, tuberculatum que apresentaram atividade inseticida promissora
para o controle da mosca-dos-chifres foram os extratos etandlico de folhas (61.14mg/mL), etandlico de talos (6.00
mg/mL), hexanico de frutos (136.88 mg/mL), acetato de etila de talos (1.03 mg/mL). P tuberculatum apresentou
resultados promissores e uma investigacao mais detalhada devera ser realizada para avaliar sua aplicacio no futuro.

RESUMO

Palavras-chave: Haematobia irritans, Piper tuberculatum, controle de ectoparasitas.

Pesticide activity of extracts of Piper tuberculatum Jacq on Haematobia irritans L.

The search for alternatives to chemicals in the control of agricultural and veterinary arthropods has intensified in
recent years. Among the plants in which the extracts present insecticidal potential are Piper tuberculatum,
popularly known as monkey pepper. Haematobia irritans (horn fly) ectoparasite of Brazilian cattle raising, causing
losses estimated at U $ 865 million per year. The objective of this work was to evaluate the pesticidal activity of
different leaf extracts, fruits and stems of P, tuberculatum in adults of H. irritans. Horn flies were collected directly
on infested animals with the aid of an entomological network and transferred to the kits of plates which had holes
in the middle. The impregnated filter paper method was used, where the dilutions were 1.56; 3.12; 6.25; 12.5; 25
and 50 mg/mL of each extract, all were evaluated in triplicate. The controls used were ethanol and Cipermerina in
technical grade at the concentration of 409.5 mg/mL also in triplicate. About 15 specimens were placed in each
Petri dish. The reading was performed two hours after the start of the test. Flies with inability to fly were
considered dead. For the analysis of the insecticidal efficacy of the vegetal extracts, a lethal concentration (LC) was
obtained through the PROBIT test. The extracts that did not present mortality values were not analyzed. The
extracts that presented promising insecticidal activity for hornfly control were the ethanol extracts of leaves of P
tuberculatum (61.14 mg/mL), ethanol extracts of stems of P. tuberculatum (6.00 mg/mL), hexane extracts Of P
tuberculatum fruits (136.88 mg/mL), ethyl acetate extracts of P tuberculatum stems (1.03 mg/mL). P
tuberculatum presented promising results and a more detailed investigation should be carried out to evaluate its
application in the future.
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Keywords: Haematobia irritans; Piper tuberculatum; pest control.

Introduciao

A flora brasileira apresenta uma das maiores biodiversi-
dades do planeta, podendo ser considerada como uma fonte
de firmacos. Nao s6 na regido amazdnica, onde a extensio
geografica ja propicia uma ideia do seu poder de diversidade,
mas também em outras regides brasileiras (ABIFISA, 2006).

A busca por alternativas aos produtos quimicos no
controle de artrépodes agricolas e veterindrios tém se
intensificado nos ultimos anos. O uso de extratos vegetais
nativos e seus produtos estdo entre os temas emergentes de
artigos publicados em todo o mundo e oferecem uma
promessa de desenvolvimento de novas estruturas
moleculares de constituintes naturais (BATISTA etal., 2013).

Tais fatores incentivaram a busca por outras formas de

controle, mais incisivamente a partir da década de 90. Dentre
essas, 0 uso de fitoterapicos, destaca-se devido a grande
biodiversidade espécies existentes, baixo custo e facil
disponibilidade na propriedade (FERNANDES; BRAGA, 2014).

Entre as plantas em que os extratos apresentam potencial
inseticida estdo as espécies pertencentes a familia Piperaceae,
especialmente as espécies pertencentes ao género Piper,
considerada de maior importancia, tanto do ponto de vista
cientifico quanto econémico (FAZOLIN et al, 2007). Estas
plantas acumulam metabdlitos secundarios, entre os quais as
amidas (piperamidas) e diversos compostos aromaticos sdo
0s mais encontrados, além desses relatam-se a ocorréncia de
terpenos, flavondides e outras classes de compostos (SCOTT
et al,, 2008). A espécie Piper tuberculatum Jacq, conhecida
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popularmente como pimenta de macaco ou pimenta d'arda, é
utilizada na medicina popular tanto como sedativo como
antidoto para mordidas de cobras, destaca-se a piplartina uma
alcamida encontrada em varias espécies de piperaceas
(BEZERRA, 2008). Esta substancia apresentou diversas
atividades bioldgicas, incluida atividade citotéxica e
antitumoral (DUH; WU, 1990; KONG, 2008).

As parasitoses dos animais determinam um significativo
entrave a pecudria nacional, pois causam reducdo na
produtividade, mortalidade de animais e aumento dos custos
de produgdo, além de gastos com as tentativas de controle
(GRISI et al. 2002, BIANCHIN et al. 2006). A mosca-dos-chifres,
Haematobia irritans (Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae),
considerado um importante ectoparasito da pecudria bovina
brasileira, causando prejuizos estimados em U$ 865 milhdes
anuais (GRISI etal.,, 2002).

O controle destes ectoparasitos baseia-se primordial-
mente na aplicagdo de ectoparasiticidas comerciais. O uso
indiscriminado de tais produtos, juntamente com praticas
inadequadas para o combate dos parasitos e a falta de
especificidade dos ectoparasiticidas, tem colaborado para a
rapida selecdo de populagoes resistentes (SANTOS JUNIOR et
al, 2000, SAUERESSIG; BARROS, 2003, RODRIGUES et al,
2004, OLIVEIRA et al, 2006, BARROS et al,, 2007, SANTOS et
al, 2009, MENDES etal,, 2011; DOMINGUES et al., 2012).

O conhecimento de plantas pesticidas vem despertando a
atencdo e interesse por parte de pesquisadores pela potencial
agdo parasiticida, que poderd subsidiar a sintese de novas
moléculas para o controle das infestagdes por H. irritans.

Atualmente, as pesquisas conduzidas com os Oleos
essenciais e extratos vegetais ampliaram as series de ag¢des
bioldgicas para o controle de pragas e doengas. Considerando a
necessidade da prospecc¢io de novas substancias vegetais que
possuam atividade biocida e que possam ser utilizadas no
controle de pragas, este trabalho teve por objetivo avaliar a
atividade pesticida de diferentes extratos etandlicos de folha,
frutos e talos de P, tuberculatum em adultos de H. irritans.

Material e Métodos

Os bioensaios in vitro foram conduzidos na Embrapa
Rondonia, localizada no municipio de Porto Velho, estado de
Rondonia, no periodo de outubro 2015 e marc¢o de 2016.

Origem e obtengdo dos extratos

A coleta de Piper tuberculetum (PT) foi realizada em Porto
Velho-RO. A identificacdo foi realizada pela confeccdo de
exsicata e o envio desta ao Herbdrio do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia (INPA), onde se encontra sob o nimero
211724. Logo apds a coleta, talos, folhas e frutos foram
pesados e em seguida secos em estufa a 502 C por 72 horas. A
extracdo foi realizada a partir do material devidamente seco e
triturado, colocados em Erlenmeyer contendo dois litros de
solvente, por sete dias, em trés repeti¢des. Para a produgio dos
extratos foram utilizados cinco solventes em sequéncia de
polaridade sendo eles, hexano (He) P.A. 100%, cloroférmio (CI)
PA. 100%, acetato de etila (Ac) PA. 100% e etanol (Et) 99,5%.
Ap6s a adicdo do solvente, a solucdo permaneceu em repouso
por sete dias, sendo entdo submetida a evaporagdo em
evaporado rotatorio FISATOM, onde foi obtido o extrato do
solvente da parte da planta e o material residual, o qual foi
adicionado o solvente subsequente, reiniciando o processo de

repouso da solugdo (MATOS, 1997)

Os extratos de talo, folhas e frutos de P, tuberculatum foram
diluidos em etanol utilizado para impregnar o papel filtro e
proporgao planta/solvente de 1/10 (m/v). Os extratos foram
pesados e diluidos, com auxilio de ultrassom e agitador vortex
para maximizar solubilizacdo do extrato, obtendo-se as
concentragdes finais de 1,56 mg/mL, 3,12 mg/mL, 6,25
mg/mlL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL e 50 mg/mL, na propor¢io
6:3:1.

Bioensaio do papel filtro impregnado

Os bioensaios in vitro foram realizados no Campo
experimental de Porto Velho (CEPV) da Embrapa Rondonia
através da técnica de papel filtro impregnado de acordo com a
metodologia proposta por Sheppard; Hinkle (1987) e
adaptada por Barros et al. (2002), onde discos de papel filtro
com 9 cm de didmetro foram impregnados com as solugdes
dos extratos diluidas em etanol. Foi utilizado 1ml de cada
extrato/concentragdo, em triplicata. Apds a secagem do papel
filtro, foram colocados em placas de Petri descartaveis para a
montagem dos Kits.

As mosca-dos-chifres foram capturadas diretamente sobre
bovinos naturalmente infestados com auxilio de uma rede
entomologica e transferidas para os kits. Foram colocados
cerca de 15 espécimes em cada placa, as quais foram
encaminhadas para o Laboratério de sanidade animal da
Embrapa Rondénia. A leitura foi realizada duas horas apés o
inicio do teste, onde foram contabilizados moscas vivas e
mortas. As moscas com incapacidade de voar foram conside-
radas mortas.

A partir destes dados, foram calculadas as porcentagens de
mortalidade, e analisados com o programa Probit com auxilio
do programa BioStat 2009 Professional 5.8.4., para o calculo da
concentracdo letal (CLs, ).

Resultados e Discussao

A avaliacdo in vitro da susceptibilidade das populagdes da
mosca-dos-chifres foi efetuada realizando leitura dos testes
com duas horas de exposicdo aos papéis filtro impregnado
com os extratos nos kits. Os resultados obtidos com os extratos
avaliados de P, tuberculatum, com relacio a CL,, na leitura de
duas horas, para cada um dos materiais testados estdo na
Tabelas 1. O extrato de P tuberculatum que apresentou
atividade inseticida promissora para o controle da mosca-dos-
chifres foi o extrato etandlico de talo (PTTEt) com CL,, de 6.00
mg/mlL, enquanto que os outros extratos obtiveram CL., de
61.14mg/mL, 136.88 mg/mL e 1.03 mg/mL para os extratos
etanolico de folha (PTFEt), hexanico de fruto (PTFrHe) e
acetato de etila de talo (PTTAc), respectivamente. Para os
extratos com baixa mortalidade ndo foram calculadas as
concentracgoes letais.

Tabela 1. Toxicidade dos extratos de P tuberculatum para adultos de H. irritans
(Concentragdo Letal - CL) Papel Filtro Impregnado calculado pelo programa Probit.
/ Table 1. Toxicity of extracts of P tuberculatum for adults of H. irritans (Lethal
Concentration - LC) Paper Impregnated Filter calculated by Probit program.

Comparacao das CLS dos extratos testados sobre adultos de H. irritans

- Limit
Extratos CLso Erro~ . . tmites .
padrao (inferior - superior)
Hexanico Frutos 136.88 80.72 58.40 - 1.309
Acetato de etila Talos 1.03 13.15 153.22-10.192
Etanélico Folhas 61.14 24.19 28.69 - 130.29
Talos 6.00 2.78 1.71-20.83
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A diversidade da flora brasileira apresenta um imenso
potencial para a produ¢do de compostos secunddrios, que tém
sido demandados continuamente pela industria, nas dltimas
décadas, devido ao incremento da utilizacdo de produtos
naturais na agropecudria (PLETSCH; SANTANA, 1995).

Plantas, como organismos que coevoluem com insetos e
outros microrganismos, sdo fontes naturais de substancias
inseticidas e antimicrobianas, ja que as mesmas podem ser
produzidas pelo vegetal em resposta a ataques de insetos e
microrganismos. O uso de extratos de plantas inseticidas,
inclusive os compostos aleloquimicos como os 6leos essen-
ciais, eram empregados no controle de insetos antes do
advento das substincias organicas sintéticas (REGNAULT-
ROGER, 1997).

Carrillo, Molano e Lépez (2011), testaram os extratos de
Brugmansia arborea, Bidens pilosa, Sambucus nigra, Nicotiana
tabacum e Ambrosia cumanenses, contra H. irritans nas
concentragdes de 5:10, 2,5:10, 1,25:10, 0,62:10, 0,31:10. Apos
a pulverizacdo dos extrato nas moscas, eles encontram um
aumento da atividade inseticida com N. tabacum com uma
percentagem mortalidades de 100, 96,6, 80 e 60%, nas
respectivas dilui¢des; seguido por B. arborea e S. nigra. Os
extratos que mostrou menos eficacia foram B. pilosa e A.
cumanensis.

Navickiene et al. (2007), testaram extratos organicos de
sementes, folhas e talos de P. tuberculatum, verificaram que
esses extratos apresentaram atividade inseticida potencial,
mostrando um processo de intoxicagdo rapido contra
Anticarsia gemmatalis, causando 80% de mortalidade quando
doses maiores que 800 pg inseto” foram administradas, sedo o
extrato de sementes o mais eficaz.

A pimenta-do-reino P, nigrum é conhecida desde 1924 por
possuir propriedades inseticidas. A piperina é o principal
constituinte dessa pimenta, que demonstrou sobre a mosca-
doméstica, Musca domestica, uma atividade inseticida maior
do que aquela observada para as piretrinas (MIYAKADO et al,,
1989).

No Brasil, como em outros paises, o maior nimero de
relatos sobre a atividade inseticida de piperaceas tem sido
apresentado sobre a espécie P nigrum como o de Musetti
(1991) que constatou toxicidade dos extratos aceténico e
metandlico de frutos secos de P nigrum para adultos de
Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), oferecendo
protecdo superior a 95% nas concentragdes mais elevadas
(12,5; 25 e 50%) e provocando efeito fagoinibidor. O extrato
acetdnico mostrou-se mais eficaz, proporcionando 100% de
protecdo ja na dosagem de 25% e apresentando-se repelente
contra os insetos.

A planta de P aduncum é também muito conhecida no
Brasil, é nativa da regido Amazonica, rica no éleo essencial
dilapiol, vem sendo testada com éxito como fungicida,
moluscicida, acaricida, bactericida e larvicida (OLIVEIRA
NETO etal, 2006).

Uma outra espécie que vem ganhando destaque, sobretudo
no Brasil, onde, segundo Fazolin et al. (2006) é abundante em
areas degradadas e de regeneracao florestal no estado do Acre,
¢ a pimenta longa P hispidinervum. Ela produz um 6éleo
essencial rico em safrol, componente quimico aromatico
empregado como matéria prima na manufatura de
heliotropina, importante fixador de fragrancias, e butéxido de
piperonila, agente sinergistico natural de inseticidas.

Pohlit et al. (2004) realizaram uma triagem com 56
espécies vegetais distribuidas em 28 familias de plantas
encontradas no estado do Amazonas. Foram preparados e
testados extratos aquosos, etanélicos e metanoélicos contra
Aedes aegypti. Os extratos metandlicos foram, em geral, os que
apresentaram maior atividade larvicida, destacando-se
apenas sete espécies vegetais que provocaram 100% de
mortalidade nas larvas desse inseto, dentre elas P aduncum
(folha e raiz) e P tuberculatum (folha, fruto e talos). £ relevante
salientar que ndo foram encontrados na literatura estudos
comparativos como o utilizado neste estudo.

Conclusao

A utilizacdo de extratos vegetais para o controle de mosca-
dos-chifres pode ser promissora, bem como a producio
sustentavel sem o uso de agroquimicos. Os extratos que
apresentaram atividades pesticidas promissoras para o
controle de H. irritans foram os extratos etanolicos de folhas e
talos, o extrato acetato de étila de talos e extrato hexanico de
frutos de P tuberculatum. P. tuberculatum apresentou
resultados promissores e uma investigagdo mais detalhada
devera ser realizada para avaliar sua aplicagdo no futuro bem
como arealizacdo de estudos fitoquimicos.
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Resumo

O rebanho bovino brasileiro ¢ o segundo maior do mundo e o primeiro maior exportador e produtor de carne bovina. Apesar disso, 0s
prejuizos diretos em decorréncia do parasitismo pelo carrapato Rhipicephalus microplus sdo devido a perda de peso, baixa produgio de leite
e diminuigdo da qualidade do couro. Com isso, o presente trabalho constitui-se de uma revisdo bibliografica sobre o rebanho bovino
brasileiro associado com os danos causados por parasitas. Foram utilizadas as bases de dados: LILACS, SciELO e PubMed e por meio de
palavras-chave como ectoparasitas, carrapatos e gado brasileiro tornou-se a pesquisa. Constatou-se que nas ultimas décadas, tem-se dado
uma extrema importincia econdmica para a agricultura brasileira visando o controle biologico para diminui¢do do ataque de pragas.

Palavras-chave: Ectoparasitas. Rhipicephalus microplus. Carrapato bovino. Danos causados por parasitas.

Abstract

The Brazilian cattle herd is the second largest in the world and the first largest exporter and producer of beef. Nevertheless, the direct losses
due to parasitism by Rhipicephalus microplus are due to weight loss, low milk production and decreased quality of leather. Thus, this study
consists of a literature review on the Brazilian cattle herd associated with damage caused by pests. databases were used: LIL ACS, SciELO
and PubMed and through keywords such as ectoparasites, ticks and Brazilian cattle became the research. It was found that in recent decades
has been given an extreme economic importance for Brazilian agriculture aiming to decrease the biological control of pest attack.

Keywords: Ectoparasites. Rhipicephalus microplus. Tick Bovine. Damage caused by pests.
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1 Introduction

The Brazilian cattle herd was recently estimated at 193,393,388 million head, the second largest herd in
the world and the first largest exporter and producer of beef (ANUALPEC, 2013 apud TONIN; DEL CARLO,
2014). Despite advances in the industry, the parasites continue to cause many barriers to Brazilian livestock. The
direct losses due to parasitism by Rhipicephalus microplus are due to weight loss, low milk production,
reproductive failure, skin lesions favoring the occurrence of myiasis and decreasing the quality of the leather,
transmission of pathogens (Babesia bovis, Babesia bigemina and Anaplasma) and indirect losses as spending on
drugs and labor (FARIAS, 2014; SACCO, 2002).

The tick R. microplus is a ixodideo responsible for great economic losses to livestock in tropical and
subtropical regions. This tick is a blood-sucking ectoparasites originating in Asia, whose primary host is cattle.
Its incidence is higher in large herds America, Africa, Asia and Australia, is considered the tick greatest impact
in economic loss in cattle herds in South America (GONZALES et al., 2003; NARI, 1995).

This ectoparasites, known in Brazil as tick of cattle, is a blood-sucking ectoparasites belonging to the
phylum Artropoda, Aracnida class, order Acarina, suborder and superfamily Metastigmata Ixodidea, géneno
Rhipicephalus, Boophilus subgenre. The ticks Boophilus were reclassified by means of a molecular phylogenetic
study as belonging to the genus Rhipicephalus (MURRELL; BARKER, 2003; MURRELL et al. 2000;
MURRELL et al., 2001; BEATI; KEIRANS, 2001).

R. microplus ectoparasites mondxeno (a single host), depending on only one host in their life cycle,
preferably cattle and secondarily other species such as buffalo, horses, sheep, goats and deer. Its biological cycle
divided into two phases, the free-living and parasitic (FERRETTO, 2013). According Grisi et al. (2014), the tick
R. microplus is responsible for significant losses to the Brazilian cattle ranching, estimates showed that the
annual economic impact may be greater than $324 billion. The damage caused by this ectoparasite is divided
into direct and indirect damages. Direct damage is caused by: Direct action on the host, estimated 1-3 ml of
blood to complete its life cycle in an animal. Therefore, it can cause anemia and loss of nutrients. Moreover, the
irritation caused by ticks leads to a reduction of food intake by animals, depreciation of the leather due to skin
damage, and high infestations predispose installation miises.

Thus, all these factors have a negative impact on weight gain, milk production and the optimization of
leather. In indirect highlight to the transmission of pathogens that Sadness Parasitic Bovina (the Babesia
protozoa of the genus and the bacterium Anaplasma genus) (FERRETTO, 2013; CORDOVAN, 1999; ROAD-
PENA; JONGEJAN, 1999; PAROLA; RAOULT 2001; GONZALES et al., 2003; NARI, 1995). In recent
decades, the chemical control of cattle tick has been realized as the predominant form, to be practical, effective
and economical. However, excessive use of acaricide without understanding the ecology and epidemiology of
tick ally failures in detecting and application led to good resistance development of the drugs available in the
market (SPAGNO; PARANHOS; ALBUQUERQUE, 2010; GUERRERO et al., 2014; ALVES-WHITE et al.,
2008; GULIAS-GOMES, 2009; BULLMAN et al., 1996; ROCHA, 1996; LEITE et al., 1995; LEAL et al., 2003;
FURLONG; SILVER, 2006).

The need for new active ingredients for the control of R. microplus is a reality, the identification of new
molecules with acaricide activity can be found from studies with plant extracts. For, from the 90s, with the rise
of these obstacles to livestock production, research seeking alternative acaricide control from herbal measures
stood out (BUZATTI et al., 2011; FERRETTO, 2013).

The species of R. microplus stands out in agricultural research due to concern generated by use of
conventional chemicals for its control, which lead to two major problems, the rapid development of resistance to
the active ingredient and waste in origin products animal, which has caused great concern in society is
government agency. This study aimed to analyze the damage caused by R. microplus and the search for new
molecules to with acaricide action, exposing their effectiveness and identifying substances with the active
ingredient through literature.
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2 Materials and Methods

This work consisted in a bibliographic qualitative study, descriptive and exploratory, about action and

damage caused by R. microplus, from electronic search databases, as well as the Google Scholar access,
Scientific Electronic,
Library Online (SciELO) and Capes Journal, have been evaluated by scientific articles means, dissertations,
theses, books and monographs the years 1995-2015 in Portuguese, English and Spanish, selecting those that
brought relevant scientific knowledge bolvino tick in question to gather a single document information on the
species R. microplus.

According to Rodrigues (2007), the literature search is a search mode in which scientific knowledge and
recovered by a problem in which the exploratory research and provides greater depth with the problem, going
through lifting bibliographies or interviews, and a qualitative research approach is one that describes and that the
information can not be described in numbers. According to Tozoni-Kings (2010), all the search modes require
literature review [...], but only the bibliographical research is the literature data collection field. To Lima; Mioto,
(2007), the literature is more labor intensive, because demand more attention to the work is not affected.

3 Results and Discussion

The plant allelochemicals were used in plant protection of the late nineteenth century to World War 11
when the use of pesticides organossintéticos was widespread (REGNAULT-ROGER; PHILOGENE, 2008;
ROSSEL et al., 2008). However, due to increasing environmental concern after the Green Revolution, and in
order to solve or minimize the damage caused by the indiscriminate use of synthetic insecticides, new studies
seek to facilitate management strategies that include insecticidal plants (VENDRAMIM, 1997).

The plant has been an important source of substances with different chemical structures and different
activities against arthropods (VIVAN, 2005). Thus, it is believed that the use of plant extracts in an isolated form
or associated can cause a much slower development of strength. Another important factor and the waste problem
of the reduction and its biodegradable characteristics.

The control of bovine mite that has been researched. The use of toxic and medicinal plants in pest
control is of great importance for agriculture and sustainable development. The great diversity of plants found in
the Amazon enables the research of new products that may replace or reduce the use of synthetic acaricides
(SILVA, 2008). In the Amazon, there are numerous plants that stand out the great economic potential present in
their chemical composition, secondary metabolites with activity insecticide, miticide, fungicide and bactericide
(SEQUEIRA et al., 2009; ALECIO et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

The use of plant extracts in tick control has also been the focus of research in several countries
(CHUNGSAMARNYART et al., 1991; WILLIAMS, 1993; Vatsya et al., 2006; ALVAREZ et al., 2008). In
Brazil, studies that use eucalyptus oil (Eucalyptus spp.) (Myrtaceae), extracted rotenoids the timbo (Derris
annatto) (Fabaceae) (VERISSIMO, 2004) and azadirachtin present in Meliaceae family plants (Melia azedarach)
(BORGES et al., 2003) have shown promise in control of this parasite.

The use of plants with insecticidal properties is a very ancient practice (ROEL, 2001; GALLO et al.,
2002), but currently resurfaces as search object of new alternative molecules to control and integrated pest
management (COSTA et al., 2004). Plants produce biochemical defenses, also known as secondary metabolites
(FRIGHETTO, 1997), which according to Rodriguez and Vendramim (1996) cause mortality and act negatively
on the behavior and physiology of insects. Vendramim (1997) reported two approaches to the use of plants for
activity on insects: the discovery of new molecules that permit the formulation of synthetic products and
obtaining natural botanical insecticides for direct use in pest control.
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For Fazolin et al. (2002), the choice of the best approach is related to the chemical structures, which are
very large, complex, difficult to isolate and synthesize, and the considerations of economic and technological.
According to Vendramim (1997), the insecticide plants can be used in various ways, most commonly your job as
a dry powder, oils, aqueous and non-aqueous. For this author, powders and aqueous extracts, constitute the best
option because they are easy to obtain and application.

Currently exist in Brazil, many studies on the fitoinseticida potential of some native plants (PERON;
FERREIRA, 2012), among which, those belonging to the Piperaceae family has stood out with some promising
species in the control of various pests. Several studies have demonstrated the feasibility of using bioactive
compounds derived from plants to control pests, because of its efficiency, generally inexpensive, safe for
consumers and the environment (SHAAYA et al., 1997; HUANG et al., 2000; BOUDA et al., 2001; DEMISSIE
et al., 2008).

They may be used as powders, aqueous or organic extracts, essential oils, with toxic by contact,
ingestion and fumigation (KARR; COATS 1988; RAJENDRAN; SRIRANIJINI, 2008). These products cause
mortality, repellency, deference in feeding and oviposition and affect the growth of insects (HUANG et al.,
2000; MARTINEZ; VAN EMDEN, 2001). Many compounds of vegetable origin have been isolated, such as the
terpenoids, limonoids, rocaglamidas, furanocumarina, chromene, alkaloids and acetogenins, having insecticidal
properties (VIEIRA et al., 2007).

The presence of amides with insecticide and acaricide in Piper species has led to an intense
phytochemical study of this kind. Piperine amide was the first to be isolated from the fruits of Piper species and
their chemical constituents have often been investigated, among which the unsaturated lipophilic amides. These,
in addition to being the main group of plant metabolites are primarily responsible for insecticidal activity
(PARMAR et al., 1997).

Studies with Piper species in Asia and Africa show that lignans and isobutylamides are compounds with
higher activity defense against insects (BERNARD, 1995). In Brazil, P. aducum L. species, P. hispidinervum C.
DC., and P. tuberculatum have recently been evaluated against various insect pests (Castro et al., 2010). The
extracts of Piper tuberculatum Jacq leaves have been used as insecticides (TRINITY et al., 2012), and against
the food of insects and essential oils have been used as miticides (Castro et al., 2008). However, there are few
studies to evaluate the use of extracts P. tuberculatum against ticks (Chagas et al., 2012).

According to Lima et al. (2014) the acaricidal efficiency may vary depending on the method of
extraction, solvent polarity, and part of the plant used for the extraction. Lima et al. (2014) evaluated the fruit of
P. tuberculatum in different solvents, hexane, ethyl ether, methanol and ethanol against larvae and engorged
female R. microplus. In larvae extracts with lower polarity showed the best results, hexane (LC50% = 0.04 mg /
ml) followed by ethyl ether extracts (LC50% = 0.08 mg / ml), ethanol (LC50 = 2.73 mg% / ml) and finally
metamol (LC50% = 4.49 mg / ml). In engorged female oviposition reduction showed better results for the
hexane extracts (100%) and ethyl ether (88.1%). The highest efficiency was checked by ethyl ether extract (%
LC50 = 18.4 mg / ml), followed by methanol extract (LC50% = 105.6 mg / ml) and ethanol (LC50% = 140.0 mg
/mL).

Lima et al. (2013), also evaluated in vitro P. tuberculatum fruit extracts with different solvents on larvae
and engorged females of R. microplus. The selected solvents: hexane, ethyl ether, ethanol and methanol. Both
assays were performed with five different concentrations for each of the extracts. The hexanico extracts showed
the highest larvicidal activity against R. microplus. The P. tuberculatum fruits extracts were also effective
against engorged females, and the ethyl acetate extract more efficient to LC50 = 18%, 4 mg / ml, followed by
methanolic LC50% = 105.6 mg / ml % ethanolic LC50 = 140.0 mg / mL and LC50% hexane = 297,4mg / ml.

Santos et al. (2013) evaluated 21 species of plants against larvae and adults of R. microplus, but only L.
canescens, M. latifolia, C. castaneifolia, S. hispida, H. volubilis, and H. mutabilis were active on tick larvae with
95% effectiveness at the concentration of 400 mg / ml. Santos et al. (2013) evaluated a concentration of 400 mg /
ml. Chagas et al. (2012) evaluated the crude extract of P. tuberculatum leaves on larvae and engorged females of
R. microplus. Larvae were evaluated in five dilutions (0.31%, 0.63%, 1.25%, 2.5%, 5% and 10%) which was
obtained LC50 0.41% LC90% and 0%, 63%).
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In engorged females was found an efficacy of 91.66% at a dilution of 10%, which according to the
authors was due to the effect on the eggs hatch. Still verified a high percentage of 5% mortality (63.34%), which
was obtained LC50 and LC90% 3.76% 25.03%%. Barros et al. (2010) also tested in triplicate crude extract of P.
tuberculatum (in concentrations ranging from 10% to 0.04%), hexane partition (5% to 0.02%) and
dichloromethane partition (5% to 0,08%), and the isolated piperine (5% to 0.08%) and piplartine (1.25% to
0.02%) and 13 synthetic substances called structurally similar to piperine in a concentration of 0.15% in
immersion test and 0.5% in the impregnated paper test.

The control consisted of 3% Tween 80 and distilled water. The data obtained were used to determine
the effectiveness of the product. For females, the crude extract of P. tuberculatum 10% and 5% hexane partition
presented the best efficacies with 91.97% and 74.29% respectively. As for the larvae, the 5% crude extract and
2.5% and the hexane partition from 2.5% to 0.31% were 100% effective. Research management opportunities
using resources of natural origin to control R. microplus, as the use of plant molecules with potential acaricide,
can provide the development of viable methods to reduce chemical contamination in livestock and minimize one
of the major problems faced by farmers and increased R. microplus resistance to synthetic acaricides.

Conclusion

Infections caused by ectoparasites are responsible for damages to the creation of beef cattle. The control
of these infections is essential to the success of ruminant production systems. In addition to the observation of
animals susceptible to various parasites, should be highlighted viable alternatives such as biological control as a
form of management practice for so reduce the population of parasites guided by the use of active ingredients of
medicinal plants.
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Abstract
The strategies to control the cattle tick Rhipicephalus microplus are based mainly on
the use of synthetic pesticides. However, the principal chemical groups are becoming
ineffective due to the emergence, establishment and development of resistance to
these chemicals. Finding new molecules with proven efficiency in controlling
infestations by R. microplus is necessary to maintain the productivity of cattle herds,
particularly of taurine breeds established in equatorial and tropical regions of the
world. Ethanol extracts from the leaves, stems and fruits of Piper tuberculatum were
evaluated in the different bioassays at concentrations of 50.00, 25.00, 12.50, 6.25,
3.12 and 1.56 mg/mL. The concentrations lethal to 50% of the individuals (LCsp)
observed for the larvae were 3.99, 5.29 and 138.7 mg/mL for the stem, leaf and fruit
extracts, respectively. Against the engorged females, the highest efficacy rates were
obtained at the concentration of 50 mg/mL, of 71.6%, 68.4% and 37.0% for the fruit,
leaf and stem extracts, respectively. The main effect of the ethanol extracts observed
was related to egg hatching rate, where the fruit and leaf extracts caused a reduction
of 55.6% and the stem extract caused a decline of 20.8%. The results show that P.
tuberculatum is a promising source of molecules that can be used as active
ingredients in pesticide formulations to control cattle tick infestations. The
identification and characterization of the bioactive molecules involved in the
acaricidal activity of P. tuberculatum should be investigated further, in particular to
obtain and evaluate different chemical fractions.
Keywords: Cattle tick; active molecules; Piper tuberculatum.
1. Introduction

The worldwide economic losses to cattle breeders caused by pests due to
lower milk and meat production, hide damage and treatment costs are huge. The
latest data indicate that in Brazil alone, these losses amount to US$ 6 billion a year,
of which 50% are attributed to the cattle tick, Rhipicephalus microplus (Grisi et al.
2014). The main method used to minimize these losses is the application of synthetic
pesticides. However, the incorrect and indiscriminate used of these products has
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caused the development of cattle tick populations that are resistant to the various
commercially available chemical groups. The search for new molecules with
acaricidal activity is currently one of the greatest challenges to maintain the
sustainability of cattle breeding in tropical regions.

Studies have demonstrated the promising biocidal activity of various plants to
control different pathogenic vectors and agents that impair livestock and human
health. The strong research interest in the chemical components produced by the
secondary metabolism of plants has led to the isolation of various substances that
take part in the defense mechanisms of plants against attack by pests and diseases.
Among these substances, alkaloids, steroids, terpenes, phenylpropanoids, lignans,
flavonoids and amides stand out as promising bioactive molecules from plants for
use in the health field (Parmar et al. 1997).

According to Borges et al. (2011), approximately 55 plants have been
evaluated regarding their potential use to control R. microplus. Among these, Piper
tuberculatum, popularly known in Brazil as pimenta d’arda or pimenta longa, stands
out as a promising species that produces bioactive molecules with potential use to
control pests and diseases that affect both crops (Scott et al. 2002; Castro et al.
2008; Trindade et al. 2012) and livestock (Chagas et al. 2012; Lima et al. 2014).
Extracts of this plant also have proven action against protozoa of medical importance
such as Leishmania amazonensis (Ferreira et al. 2010) and Trypanossoma cruzi
(Regasini et al. 2009). Reports have been published as well of the molluscicidal
effect of P. tuberculatum against Biomphalaria glabrata, the intermediate host of
Schistosoma mansoni (Rapado et al. 2011; Rapado et al. 2013).

This study involved the testing of ethanol extracts of the leaves, stems and
fruits of P. tuberculatum for control of R. microplus, to discover what structures of this
plant have stronger acaricidal activity and can thus be used as a source to
synthesize new active ingredients for control of cattle tick populations.

2. Materials and methods
2.1. Production of the extracts
2.1.1. Collection of the plant material

The samples of P. tuberculatum (leaves, stems and fruits) were collected in
January 2013 on the campus of Rondbnia Federal University. The botanical
identification of the samples was performed by Dr. José Gomes of the herbarium of
the National Amazonian Research Institute (INPA), where a dried and pressed
voucher specimen was deposited under number 211724,

2.1.2. Preparation of the extracts

Samples of leaves (1.4 Kg), stems (1.6 Kg) and fruits (0.3 Kg), after drying and
grinding, were submitted to extraction with ethanol PA (3.0 L) for seven days, to
obtain extracts from leaves (PTLEt, 87.0 g), stems (PTSEt, 36.0 g) and fruits (PTFEt,
46.9 g)

2.2. Dilution of the extracts

For the bioassays, the solutions of the three ethanol extracts of P.
tuberculatum were diluted in ethanol (larval packet test) and water + Tween 20 at 2%
(adult immersion test). The gross extracts were weighed and diluted in the solvents
with the aid of ultrasound and a vortex agitator to maximize the solubilization. The
final concentrations of 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12.5 mg/ml, 6.25 mg/ml, 3.12 mg/ml and
1.56 mg/ml were obtained after dissolving the crude extract. The extracts at
concentration higher than 50 mg/ml had high density and viscosity, so they were not
evaluated.
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2.3. Tick preparation and bioassays

Engorged females were collected from naturally infested cattle. Immediately
after collection, the ticks were immersed in a 2% sodium hypochlorite solution, dried
on paper towels and selected according to integrity, motility and degree of
engorgement. Homogeneous groups containing 10 engorged females were formed.
Each concentration of the extracts was evaluated in triplicate in each of the
bioassays conducted.

The larvae used in the larval packet test (LPT) came from a group of 30
engorged females. These ticks were attached dorsally with two-sided tape in Petri
dishes and placed in a BOD chamber at a temperature of 27 +/- 1 °C and relative
humidity above 80% for egg laying. After 18 days of oviposition, the egg masses
were removed and placed in plastic tubes plugged with hydrophilic cotton and kept in
the BOD chamber under the same temperature and humidity conditions previously
described, until hatching of the larvae.

2.4. Sensitivity of the larvae on impregnated paper

The bioassays to assess the efficiency of the extract on R. microplus larvae
were performed according to the method described by Stone and Haydock (1962), as
modified by Miller et al. (2002). The packets were made of filter paper and
impregnated with the stem, leaf and fruit extracts diluted in alcohol. Packets were
also impregnated with ethanol (negative control) and technical grade cypermetrin
diluted in acetone at concentration of 25.6 pg/cm? (positive control).

Approximately 100 larvae were placed in each packet, which were
immediately sealed with paper clips and placed in the BOD chamber at temperature
of 27 +/- 1 °C and humidity greater than 80%, where they remained for 2 hours. After
this interval, the packets were opened and the living and dead larvae were counted in
each repetition, to calculate the mortality percentage caused by each of the
concentrations tested. The 50% lethal concentration (LCsy) was obtained by the
probit test, performed with the BioStat 2009 Professional 5.8.4 software.

2.5. Immersion test with engorged females

The acaricidal potential of the stem, leaf and fruit extracts of P. tuberculatum
on engorged females was analyzed by the adult immersion test (AIT), as described
by Drummond et al. (1973). Homogeneous groups of 10 females were immersed for
five minutes in 10 ml of extract at each of the concentrations evaluated. There were
also two controls: positive (technical grade cypermetrin diluted in acetone at
concentration of 25.6 pg/cm?) and negative (water + Tween 20 at 2%). After
immersion, the engorged females were dried on paper towel and mounted dorsally in
Petri dishes with two-sided tape. The plates were then kept in the BOD chamber at
temperature of 27 +/- 1 °C and humidity above 80%.

After the end of oviposition, the egg masses of each group were weighed and
allocated in labeled plastic syringes plugged with cotton and incubated in the BOD
under the same temperature and humidity conditions for larval hatching. The number
of eggs hatched and not hatched were counted after 16 days and the data were used
to determine the percent oviposition reduction (% OR) and hatching rate (% HR) as
described by Gonzales (2003), as well as the estimated reproduction (ER), used in
turn to calculate the treatment efficacy (E) according to Drummond et al. (1973),
using the equations below.

i mean weight of eggs in controls (g) - mean weight of eggs in treated group (g) i
= X
mean weight of eggs in controls (g)

R - hatching rate in controls - hatching rate in treated group <100

hatching rate in controls
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weight of eggs (g) x % hatching rate
- gl ggs (g) X % g 50000

weight of females (g)

E- ER controls - ER treated <100

ER controls

3. Results

The leaf and stem extracts caused 100% mortality of the larvae starting at the
concentration of 12.5 mg/mL, while the fruit extract achieved maximum mortality of
96.2% only at the concentration of 50 mg/mL (Table 1). Although the fruit extract did
not produce 100% mortality, at the lowest concentrations it performed better than the
leaf and stem extracts. The fruit extract also had the lowest LCso value, 3.62 mg/mL
(Table 2).

The results of the AITs demonstrated that the activity of P. tuberculatum on
the engorged female cattle ticks was related to the reduction of oviposition. No
significant differences of oviposition were observed in relation to the concentration
among the three extracts. A significant difference was only observed for the average
oviposition reduction caused by the PTLEt at concentrations of 3.12 e 1.56 mg/mL
when compared to the other concentrations (Table 3).

With respect to the hatching reduction percentage, the comparison of the
averages for the extracts PTLEt, PTSEt and PTFEt revealed a significant difference
among the concentrations of 1.56, 6.25 and 12.5 mg/mL for the three extracts, where
the highest averages for these concentrations were observed for PTFEt. For all the
extracts, the highest hatching reduction percentages occurred at the concentration of
50 mg/ mL. For PTFEt, the concentrations of 6.25 and 12.5 mg/mL caused the same
reduction (the greatest hatching reduction for this extract) (Table 4).

The average estimated reproduction measures declined significantly for the
engorged females immersed in PTLEt and PTSEt. For all the extracts, the
concentration of 50 mg/mL was most effective in reducing the estimated reproduction
(Table 5).

The average efficacy of P. tuberculatum to control the engorged female cattle
ticks indicated that the species is a promising source of active molecules that can be
used to control those ectoparasites. The concentration of 50 mg/mL of both the
PTFEt and PTLEt extracts presented the best performance in the AIT, with efficacy
levels of 71.6% and 68.4%, respectively (Table 6).

The extract PTFEt was submitted to silica gel column chromatography and
was eluted with pure hexane, chloroform or ethyl acetate or in mixtures with rising
polarities, obtaining three secondary metabolites. These were identified as piplartine,
dihidropiplartine and 3,4,5-trimethoxy-dihidrocinAnmic acid through physical analysis,
nuclear magnetic resonance of hydrogen-1 and carbono-13 and infrared mass
spectrometry. These metabolites were previously isolated in another extract from the
same part of this plant (Facundo et al. 2008).

4. Discussion

Leaf extracts of P. tuberculatum have previously been studied as insecticides
(Trindade et al. 2012; Castro et al. 2008). However, very few studies have been
conducted to assess the use of this plant’s extracts aanst ticks (Chagas et al. 2012).
According to Lima et al. (2014), the efficiency of an acaricide can vary according to
the extraction method, solvent polarity and plant part used to obtain the extract.

The acaricidal activity of P. tuberculatum against the larvae and engorged
females was shown by the results for the ethanol extracts evaluated. All three
extracts showed promise against the larvae. Chagas et al. (2012) also observed
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similar performance of the leaf extract of P. tuberculatum (LC5p=0.41%=4.1mg/mL) to
control R. microplus larvae. Lima et al. (2014) obtained a LCso value approximately
50 times lower than that observed in this study for the ethanol extracts from the fruit
of P. tuberculatum. The authors found that the extracts obtained with solvents having
lower polarity were more effective. We found that the strongest acaricidal activity of
P. tuberculatum was produced by the leaf extracts, unlike what was reported by Lima
et al. (2014). That divergence can be related to the extraction method, solvent
polarity or parts of the plant used, as observed by Silva et al. (2009).

The extract from the fruits of P. tuberculatum was the most effective in
reducing the egg hatching rate in this study. In turn, Chagas et al. (2012) reported
that the leaf extract of P. tuberculatum reduced egg hatching by 91.66% at a
concentration of 10% (=100mg/mL), but at 5% (=50mg/mL) the efficacy was only
58.61%, near that observed in the present study. Lima et al. (2014), investigating the
ethanol extract of P. tuberculatum fruits on R. microplus females obtained efficacy of
11.4% when using a concentration of 75 mg/mL in the adult immersion test. When
they used different solvents and maintained the concentration at 75mg/mL, they
observed efficacies of 100% and 96.2% for extracts obtained with hexane and ethyl
ether.

Lima et al. (2014) measured the LCsq of the ethanol extract of P. tuberculatum
fruits (LCs0=2.73mg/mL) on R. microplus larvae, which was about 50 times lower
than we observed. They noted that the extracts obtained with solvents having lower
polarity were more effective than those with higher polarity, and that the hexane
extract was most effective (LC50=0.04mg/mL).

Santos et al. (2015) assessed the in vitro effect of the aqueous extract,
hydroalcoholic extract, concentrated hydroalcoholic extract and essential oil of
lemongrass (Cymbopogon wynterianus) on R. microplus larvae and engorged
females. In their tests with larvae, they used six concentrations (3.12, 6.25, 12.5, 25,
50 and 100%) of each extract. They found that the samples had acaricidal action,
mainly the essential oil, because starting at a concentration of 12.5% it caused 100%
larval mortality, and at 25% it had an efficacy index of 100% in the test with engorged
females, a better result than observed in our study.

The process of discovering and developing new drugs is complex, lengthy and
expensive (Joshi 2007), and depends on investments in scientific and technological
innovations. The Amazon region has the world’s richest flora and fauna, both in
terms of the number of species inhabiting the entire region and coexistence in close
proximity. This immense genetic heritage, now scarce in most developed countries,
has inestimable economic and strategic value in various fields, especially the
development of new therapeutic substances (Cardoso da Silva 2013; Salati et al.
1998).

Modern therapeutic practices, involving the use of drugs with specific actions
on receptors, enzymes and ionic channels, would not be possible without the
contribution of natural products, notably toxins from higher plants, animals and
microorganisms (Calixto 2003). The search for potential molecules for use as
pharmacological inputs to develop new acaricide formulations drives efforts to
evaluate different species. In this respect, plants stand out due to their synthesis of
secondary metabolites. Biosynthetic compounds are involved in various defense
mechanisms of plants against attack by pests and diseases. In general, plants
produce a wide range of molecules with different chemical makeups to face
challenges, be it attacks by pests and diseases or edaphoclimatic changes
(Balandrin et al. 1985).
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The intensive and indiscriminate use of synthetic acaricides has created
selective pressure for the development of R. microplus populations that are resistant
to most of the chemical groups available in the market. Metabolic molecules
produced by plants can have action mechanisms that, if better understood, can be
used to control cattle tick infestations, thus retarding the selection and emergence of
resistant populations when used as biocides.

Among the plants found in the Amazon region with potential for obtaining
biomolecules with pesticidal activity, those of the family Piperaceae have often been
mentioned as efficient producers of botanical insecticides. In particular, species of
the genus Piper contain secondary metabolites such as terpenes, phenylpropanoids,
lignans, flavonoids and amides, of which the amines are considered characteristic of
the family Piperaceae (Parmar et al. 1998).

Other Piper species have been evaluated for control of R microplus larvae and
adults. Silva et al. (2009) verified, through in vitro tests, the toxic potential of the
hexane extract and essential oil of the leaves of P. aduncum against R. microplus
larvae and adults. Essential oils of P. amalago, P. mikanianum and P. xylosteoides
were also evaluated for their acaricidal potential on cattle tick larvae by Ferraz et al.
(2010), who observed that the essential oil of P. mikanianum (LCs,=2.33 pL/mL)
caused the greatest larval mortality, followed by the essential oil of P. xylosteoides.
But they did not observe any acaricidal activity of P. amalago on R. microplus larvae.

A wider range of plants should be evaluated regarding their acaricidal potential
against R. microplus larvae and engorged females. One phytochemical study
indicated that 94.84% of the composition of the essential oil of P. aduncum consists
of dillapiole (Silva et al. 2009). Another study found that the majority component of P.
mikanianum essential oil is apiole (67.88%) and of P. xylosteoides is safrol (47.83%),
while the essential oil of P. amalago contains 20.52% limonene (Ferraz et al. 2010).
The differences in the chemical constituents isolated from different Piper species can
be related to the genetic diversity of these species, as well as the foliar age of the
plant, edaphoclimatic variations and different extraction methods applied (Facundo et
al. 2008).

The ethanol extracts obtained from the three structures of P. tuberculatum
presented acaricidal activity in vitro against larvae and engorged females of R.
microplus. Further research is needed to obtain and identify the constituents of these
extracts responsible for that action, since biomolecules appear to have great promise
for use as biocides against pests and diseases that afflict plants and animals,
including humans. Phytochemical studies aimed at isolating these substances, as
well as in vitro tests with fractions of plant extracts and substances isolated from the
metabolism of plants, should be conducted to identify new acaricidal molecules for
use in the pharmaceutical industry.
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