UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI — URCA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE - CCBS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA BIOLOGICA -DQB
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOPROSPECCAO MOLECULAR - PPBM

CLAUDIA LUIZA PAES BARRETO VILLACA

PROSPECCAO DE PRODUTOS NATURAIS PARA O CONTROLE DE
Ornithonyssus bursa (BERLESE) (ACARI: DERMANYSSIDAE)

CRATO - CE, 2012



CLAUDIA LUIZA PAES BARRETO VILLACA

PROSPECCAO DE PRODUTOS NATURAIS PARA O CONTROLE DE
Ornithonyssus bursa (BERLESE) (ACARI: DERMANYSSIDAE)

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Bioprospeccdo Molecular da
Universidade Regional do Cariri — PPBM/URCA,
como parte dos requisitos para obtencdo do titulo

de Mestre em Bioprospeccao Molecular.

Sob orientacdo da professora Dra. Imeuda Peixoto
Furtado e co-orientacdo do professor Dr. José
Galberto Martins da Costa.

CRATO - CE, 2012



Villaca, Claudia Luiza Paes Barreto.
V712p Prospeccdo de produtos naturais para o controle de
Ornithonyssus bursa (Berlese) (Acari: dermanyssidae)/ Claudia Luiza
Paes Barreto Villaga. — Crato-CE, 2012.
94p.

Dissertacdo apresentada ao Programa de PO6s-Graduagdo em
Bioprospeccdo Molecular da Universidade Regional do Cariri —
URCA.

Orientador(a): Professora Dra. Imeuda Peixoto Furtado

Co-orientador(a): Professor Dr. José Galberto Martins da Costa

1. Eugenia uniflora, 2. Lippia sidoides, 3. Momordica
charantia,
4. Avicultura, 5. Acaricidas botanicos, 1. Titulo.

CDD: 581




CLAUDIA LUIZA PAES BARRETO VILLACA

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo em Bioprospeccdo Molecular da
Universidade Regional do Cariri — PPBM/URCA, como parte dos requisitos para obtencdo do

titulo de Mestre em Bioprospeccao Molecular, aprovada em 04 de outubro de 2012.

PROSPECCAO DE PRODUTOS NATURAIS PARA O CONTROLE DE
Ornithonyssus bursa (BERLESE) (ACARI: DERMANYSSIDAE)

BANCA EXAMINADORA

Dra. Imeuda Peixoto Furtado - Orientadora

Universidade Regional do Cariri — URCA

Examinador interno: Dr. Allysson Pontes Pinheiro

Universidade Regional do Cariri — URCA

Examinador interno: Dr. Waltécio de Oliveira Almeida

Universidade Regional do Cariri — URCA

Examinador externo: Dr. Ervino Bleicher

Universidade Federal do Ceara - UFC



Ao0s meus pais Maria Luiza e Ricardo Villaca, aos meus irmdos Camilla e

Ricardo Filho e ao meu esposo Gustavo Barros

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Universidade Regional do Cariri - URCA, que através do Programa de PGs
Graduacdo em Biopropecgdo Molecular e dos eximios profissionais que fazem parte deste,
contribuindo para o desenvolvimento de pesquisas e formagéo de grandes estudantes;

A Profa. Dra. Imeuda Peixoto Furtado pela orientacio, confianca, paciéncia e
competéncia no desenvolvimento deste trabalho. Ao meu Co-orientador Dr. José Galberto
Martins da Costa, pela colaboracdo e atencdo. Aos professores Dr. Allysson Pontes Pinheiro
e Dr. Waltécio de Oliveira Almeida pela participacdo na banca de qualificacdo e
participacdo na banca de defesa respectivamente e colaboracdo neste trabalho. Ao Dr.
Ervino Bleicher pela disponibilidade e participagdo na banca de defesa e colaboragdo no
presente estudo.

A todos os integrantes do Laboratorio de Zoologia de Invertebrados -LZI, no
qual fui muito bem recebida e tenho certeza que cultivei lindas amizades, Italo Garcia,
Jennifer Rodrigues, Natallyanea Bezerra e em especial a Morgana Delfino e Renata

Lima,pelo apoio, paciéncia e contribuicao.

A todos integrantes do Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais da
Universidade Regional do Cariri — LPPN/URCA pela contribuicdo com seus conhecimentos
no desenvolvimento deste trabalho, em especial a Msc. Fabiola Fernandes Galvao Rodrigues

pela atencédo e disposicao sempre que necessario;

Aos meus queridos colegas do mestrado em Biopropeccdo Molecular, em
especial aos colegas de turma Mario, Débora, Marcos Aurélio e Ana Cleide pela amizade,

apoio e receptividade;
A todos meus queridos amigos pela torcida e carinho;

Aos colegas de trabalhos do Instituto Federal do Ceara, campus Crato, em

especial ao DPEP pelo apoio ao desenvolvimento deste trabalho;

A Sra. Osmarina e a Bruna pela contribuicdo com a coleta dos 4caros em estudo

no presente trabalho;



A toda a minha familia, em especial aos meus irmdos Ricardo Filho e Camilla
pelo apoio, carinho e atencao;

Aos meus pais, Maria Luiza e Ricardo Villaca pelos ensinamentos, paciéncia,

amor e confianca;

Ao meu esposo Gustavo Barros pela compreensdo, amor e muita forga nos

momentos dificeis e a sua familia pelo apoio, compreenséo e carinho;
A Deus, sem ele nada disso seria possivel.

OBRIGADA!



“Grandes realizacées sao possiveis quando se da
atencio aos pequenos comegos.”

Lao Tse



PROSPECCAO DE PRODUTOS NATURAIS PARA O CONTROLE DE
Ornithonyssus bursa (BERLESE) (ACARI: DERMANYSSIDAE)

Claudia Luiza Paes Barreto Villaga
RESUMO

Mundialmente tém-se relatado em criagdes avicolas infestagdes do &caro hemat6fago
Ornithonyssus bursa (Berlese). Populacdes desse &caro tém apresentado resisténcia aos
principais acaricidas quimicos, o que tem incentivado a busca por produtos naturais com
propriedades acaricida. No presente estudo, teve-se por objetivo verificar a composicao
quimica e atividade acaricida dos 6leos essenciais de folhas frescas de Eugenia uniflora L.
(Myrtaceae) e Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) e do extrato etanolico de L. sidoides e
Momordica charantia L. (Cucurbitaceae) sobre O. bursa. O processo de extracdo dos 6leos
essenciais e dos extratos etanolicos foi realizado no Laboratério de Pesquisa de Produtos
Naturais — LPPN da Universidade Regional do Cariri - URCA. Para avaliacdo toxicoldgica
sobre O. bursa testes de repeléncia, fumigacdo e efeito residual foram realizados no
Laboratorio de Zoologia de Invertebrados — LZI - URCA. O 0leo essencial de E. uniflora
apresentou os sesquiterpenos selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (52,05%) e epoxido de selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona (47,95%) e o 6leo de L. sidoides revelou timol (84,9%), p-cimeno
(5,33%) e etil-metilcarvacrol (3,01%) como constituintes quimicos majoritarios. Ambos 0s
extratos etanolicos, de L. sidoides e M. charantia, revelaram como constituintes majoritarios
flavonas, flavondis, xantonas e flavononois. Particularmente, L. sidoides apresentou
alcaloides e M. charantia chalconas, auronas, flavonononas, leucoantocianidinas e catequinas.
Os vapores do 6leo de L. sidoides foram toxicos para o acaro em relagcdo ao controle a partir
do periodo de exposicdo de 48 horas nas diferentes concentragdes testadas. O 6leo essencial
de E. uniflora e os extratos etandlicos de L. sidoides e de M. charantia mostraram-se neutros
para O. bursa, em testes de repeléncia. O 0leo e o extrato etandlico de L. sidoides ndo foram
toxicos quanto ao efeito residual avaliado. Atividades reveladas pelo dleo essencial

L. sidoides indicam a potencialidade desse produto para o controle de O. bursa.

PALAVRAS-CHAVE: Eugenia uniflora, Lippia sidoides, Momordica charantia, Avicultura,

Acaricidas botanicos.



PROSPECTING OF NATURAL PRODUCTS FOR CONTROLLING
Ornithonyssus bursa (BERLESE) (ACARI: DERMANYSSIDAE)

Claudia Luiza Paes Barreto Villaga

ABSTRACT

Infestations of hematophagous mite Ornithonyssus bursa (Berlese) in poultry creations have
been reported worldwide. These mite populations have presented resistance to the main
chemical acaricides, which has encouraged the search for natural products with acaricidal
properties. The objective of this study is to examine the chemical composition and acaricidal
activity of essential oils of Eugenia uniflora L. and Lippia sidoides Cham. (Verbenaccea)
fresh leaves and the L. sidoides e Momordica charantia L. (Cucurbitaceae) ethanol extracts
on O. Bursa. The extraction process of the essential oils and ethanol extracts was performed
in the Natural Products Research Laboratory (NPRL) of the Regional University of Cariri —
URCA. Repellency tests, fumigation and residual effect for toxicological evaluation on
O. bursa were performed at the Laboratory of Invertebrate Zoology - LIZ-URCA. The
essential oil of E. uniflora presented sesquiterpenes selina-1, 3,7 (11)-trien-8-one (52.05%)
and epoxide selina-1, 3,7 (11)-trien-8-one (47.95% ) and the L. sidoides oil revealed thymol
(84.9%), p-cymene (5.33%) and ethyl- metilcarvacrol (3.01%) as the major chemicals
elements. Both ethanol extracts of L. sidoides and M. charantia revealed, flavonols,
xanthones and flavononodis as major constituents. Particularly, L. sidoides presented
alkaloids and M. charantia presented chalcones, auronas, flavonononas,
leucoanthocyanidins and catechins . The oils vapor of L. sidoides were toxic to the mite in
relation to the control from the exposure period of 48 hours in different tested
concentrations. The essential oil of E. uniflora and ethanol extracts of L. sidoides and
M. charantia were neutral to O. bursa in repellency tests. The oil and the ethanol extract of
L. sidoides were not toxic on as to the residual effect assessed. Activities revealed by the

essential oil L. sidoides indicate the potentiality of this product for O. bursa controlling.

KEYWORDS: Eugenia uniflora, Lippia sidoides, Momordica charantia, Poultry farming,

Botanical acaricides.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A avicultura brasileira tem-se destacado pelo grande crescimento das frol
mercadologicas e notdrio progresso cientifico nessa area, buscando nas instalagfes ¢ 1w
ambiente as possibilidades de melhoria no desempenho avicola e a reducdo nos custos de
producdo, desencadeados principalmente com a alta densidade de aves, elevando a
capacidade de alojamento (TINOCO, 2001). No entanto, apesar de vantajosa em termos
produtivos e econdmicos a criacdo intensiva de aves poedeiras favoreceu a instalacédo e o
desenvolvimento de inimeros artrépodes como moscas, piolhos e acaros hemat6fagos
(AXTEL; ARENDS, 1990).

No Brasil, trés espécies de acaros hematdfagos ectoparasitas foram encontradas
em galinhas de postura, sendo estas: Dermanyssus gallinae De Geer,

Ornithonyssus sylviarum (Canestrini e Fanzago) e Ornithonyssus bursa (Berlese).

Ornithonyssus bursa vem sendo controlado em todo o mundo com o uso de
produtos quimicos com acdo acaricida como organofosforados, carbamatos, piretrdides,
dentre outros e, devido ao uso excessivo desses produtos, alem dos riscos de desequilibrios
ambientais e intoxicacdes, os avicultores consideram que a eficacia destas moléculas tem
diminuido, promovendo falhas no controle dessa praga, o que significa a selecdo de
populacdes resistentes (GEORGE et al., 2010; MARANGI et al., 2009).

Interesses crescentes no desenvolvimento de métodos alternativos de controle de
artropodes evidenciam-se como uma tendéncia mundial tanto na area agricola como na area
veterinaria (MORRONE et al., 2001). Oleos essenciais e extratos vegetais podem ser
utilizados como alternativa para o controle de acaros, pois estes geralmente apresentam uma
rica fonte de substancias quimicas bioativas (KIM et al., 2004; GONCALVES et al., 2001) e
compostos aromaticos, principalmente terpenos, que sdo responsaveis por exercer efeito
toxico em artropodes e geralmente apresentam baixa toxicidade para outros animais
(GEORGE et al., 2010).

Visando encontrar plantas que ocorram naturalmente na regido e cujos extratos
apresentassem potencialidade de uso como controle organico ao acaro O. bursa, teve-se por
12



objetivo investigar as propriedades acaricidas de extratos e/ou O6leos essenciais de

Eugenia uniflora L., Lippia sidoides Cham. e Momordica charantia L. frente a O. bursa.
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CAPITULO 2

REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ectoparasitos de aves

O sucesso da avicultura depende da interacdo entre o melhoramento genético, a
nutricdo animal, a sanidade e 0 manejo. Muito do que se obteve até hoje em incremento de
produtividade avicola deveu-se aos avancos em melhorias genéticas e nutricionais. No
entanto, para que as aves possam expressar 0 maximo de seu potencial genético, com indices
satisfatorios de conversdo alimentar € necessaria a adocdo de praticas de manejo adequadas
para a manutenc¢éo da sanidade avicola (JACOBSEN; FLORES, 2008).

Quando em ambiente natural, as aves possuem defesas contra 0s ectoparasitos,
ficando expostas ao sol e ao serem parasitadas passam grande parte do seu tempo limpando-
se e removendo 0s ectoparasitos com suas pernas e bico (TUCCI, 2004). Em sistemas de
confinamento, a retirada da extremidade distal do bico, conhecida popularmente como
debicagem e a falta de contato com o solo impedem que as aves se defendam de seus
ectoparasitos, favorecendo assim a multiplicacdo e dispersdo destes nos galpdes de criacdo e

0 aumento dos efeitos do parasitismo (BARON, 1991).

O controle de ectoparasitos € um aspecto sanitario importante a ser considerado
na producdo de aves, especialmente de postura, cujo ciclo de producdo é mais longo que na
avicultura de corte. Artrépodes parasitos podem levar a enormes perdas econémicas devido
aos danos diretos causados ao seu hospedeiro, como a hematofagia e o estresse (AXTELL;
ARENDS, 1990). Dentre os ectoparasitos que infestam aves domésticas, destacam-se 0s
acaros hemat6fagos Dermanyssus gallinae De Geer, Ornithonyssus sylviarum (Canestrini e
Fanzago) e Ornithonyssus bursa (Berlese). Este ultimo, parasita galinhas como também
muitas outras espécies de aves domésticas e silvestres, onde realizam o repasto sanguineo
necessario para o seu desenvolvimento. Essas espécies podem, ocasionalmente, parasitar

mamiferos como ratos, camundongos e humanos (MATTHYSSE, 1972).
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Ornithonyssus bursa

Conhecido como &caro tropical da galinha ou erroneamente como “piolho de
galinha”, distribui-se pelas regides tropicais e subtropicais como parasita de aves domésticas
e silvestres (MASCARENHAS et al., 2009). No Nordeste do Brasil & conhecido como
“pichilinga” (FURTADO, 2012'). Trata-se de um &caro que vive nas instalacBes e no
interior do material de nidificacdo das aves. Sdo ectoparasitos hemat6fagos e infestam as
aves por ocasido da alimentacdo (BURTT Jr.; CHOW; BABBITT, 1991). Ao se
alimentarem provocam danos teciduais locais e transferéncia de toxinas ou patdgenos
através da saliva que € inoculada no hospedeiro (WIKEL; ALARCON-CHAIDEZ, 2001). A
presenca do acaro pode ser influenciada pelas condi¢cbes ambientais e pelos hospedeiros,
sendo positivamente correlacionada com a umidade (WALTER; PROCTOR, 1999) e
densidade das aves nos criadouros (POIANI, 1992) e negativamente com a qualidade
sanitaria do hospedeiro (DAROLOVA; HOI; SCHEICHER, 1997)

Fémeas infestadas diminuem a taxa de postura e podem chegar a abandonar os
ninhos, machos infestados perdem peso e diminuem o volume na producdo de sémen
(M@LLER, 1990). Nas aves infestadas, O. bursa pode causar transtornos fisiologicos,
neuroldgicos e comportamentais ndo compativeis com a exploracéo zootécnica (OLIVEIRA;
FERREIRA; SERRA-FREIRE, 1999). Em relacéo aos transtornos comportamentais, as aves
tornam-se inquietas, ndo dormem bem e podem se autolesionar (PINTO et al., 2001),
acarretando perda de penas, descompasso térmico, diminuicdo da alimentacdo e,
conseqlentemente, perda de peso e queda na producdo dos ovos (OLIVEIRA; FERREIRA,;
SERRA-FREIRE, 1999). As infestacbes por O. bursa, em sua grande maioria, ocorrem na
regido da cabeca, pescoco, ventre, dorso, coxas e pernas das aves (SANTOS-PREZOTO et
al., 2003).

Quimicos utilizados no controle de O. bursa e seus impactos

Carbamatos e organofosforados vém sendo amplamente utilizados como

'FURTADO, I.P. Universidade Regional do Cariri -URCA. Comunicac&o pessoal
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inseticida e parasiticida na agricultura e pecuéria, desde a Il Guerra Mundial
(ECOBICHON, 1996; SOARES et al., 2008). Os carbamatos séo ésteres derivados do acido
carbamico e os organofosforados sdo fosfatos organicos derivados do &cido fosforico, do
acido triofosforico ou do &cido ditifosférico. Organofosforados e carbamatos sdo absorvidos
pelo organismo, pelas vias oral, respiratoria e cutanea (JEYARATNAM; MARONI, 1994).

O Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento em 2010 determinou
através da Lei 7.127 do Art. 2° a execucdo do Programa de Controle de Residuos e
Contaminantes em Carnes (PNCRC/2010), inclusive, para carnes de aves. Esta lei indica os
niveis considerados seguros para uso de antiparasitarios, correspondendo estes a 100 ug/kg
para Doramectina e 10 ug/kg para Ivermectinas, Eprinomectina, Moxidectina e Dimetridazol.
Para os organofosforados Acefato, Azinfés Metil, Clorpirifés Etil, Clorpirifos Metil,
Diazinon, Metamidofos, Metidation, Mevinfés, Paration, Pirimifos Etil e Pirimifés Metil séo
permitidos niveis de 10ug/kg. As dosagens recomendadas para os piretroides Deltametrinas,
Fenvarelato, Gamacealotrina, Lambdacialotrina e Permetrina sdo de 25ug/kg e para Ciflurina
500 pg/kg.

Por se tratar de um dos principais acaros que parasitam galinhas poedeiras
criadas em sistema de confinamento, o controle de O. bursa representa um grande desafio
aos produtores devido este depender principalmente da acdo de acaricidas sintéticos como
Carbaril, Diazinon, Diclorvos e Permetrina ou fumigantes como Dioxido de Enxofre,
entretanto a utilizacdo repetida desses produtos quimicos pode resultar no desenvolvimento
de resisténcia desses acaros a tais produtos (NORDENFORS et al., 2001), como também
pode promover a presenca de residuos nos alimentos produzidos e efeitos ambientais
indesejaveis (DALTON; MULCABY, 2001).

Diante da necessidade de se obter novos produtos alternativos aos quimicos
sintéticos usuais, diversas pesquisas estdo sendo direcionadas ao uso de extratos de plantas, o
que também vem de encontro a necessidade emergente de atender a producdo de aves
organicas (BARBOSA, 2010).
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Métodos alternativos de controle do acaro

Na avicultura de postura, os riscos de contamina¢do dos ovos por substancias
quimicas sdo elevados (TUCCI et al., 1997). Decorrente disto, a busca por métodos
alternativos de controle tem sido uma constante em todo o mundo. Nesse contexto, tem-se
destacado atualmente a Azadirachta indica (A. Juss). Esta planta possui em sua composicao
diversas substancias com acdo inseticida e acaricidas sendo estas a azadiractina, meliantriol,
limoneno, odoratono e outros triterpendides, entre 0os mais de 100 compostos ja isolados
(SIDIQUI et al., 2003). A azadiractina, o principal componente do 6leo de nim, é um
tetranortriterpendide limondide que causa disturbios fisiolégicos e controla muitas espécies de
artropodes, atuando como repelente e na diminuigdo da postura por apresentar acdo ovicida,
(SAITO, 2004). Em estudos desenvolvidos por Soares et al. (2008) o produto comercial
Nimkol-LS®, composto de extrato de folhas de NIM a 20%, em veiculo liquido inerte e
NeemAzal® T/S, 6leo de semente de nim a 10%, contendo 1.000 ppm de azadiractina,
demonstraram-se eficazes no controle de O. sylviarum, em grupo de aves que receberam de
trés a quatro pulverizacbes. N&o existem registros de toxicidade destas substancias para
humanos (MULLA,; SU, 1999).

Em relacdo a acaros de importancia avicola, George et al. (2009), alcancaram
indices de mortalidade de 85% sobre D. gallinae ao longo de um periodo de 24 horas de
exposicdo por contato direto do &caro com o Oleo essencial de folhas de
Eucaliptus citriodora Hooker. Oleos essenciais de Pelargonium graveolens L’Hér.,
Myrtus communis L., Santolina africana L. e Thymbra capitata L. Cav. (GHRABI-
GAMMAR et al., 2009) e Thymus vulgaris L. (GEORGE et al., 2010) podem matar 90 a

100% de D. gallinae por contato direto.

Mortalidade de 73 a 100% sobre D. gallinae foi observada para os extratos
cloroférmicos de folhas secas de Coffea arabica L., Coffea canephora Pierre,
Coffea racemosa Lour., Coffea salvatrix Swynn. e Philipson e Coffea stenophylla G. Don., e
para o extrato etandlico de Coffea anephora Syn, quando utilizados por contato direto
(MORRONE et al.,2001).

Kim et al. (2004) obtiveram 100% de mortalidade de D. gallinae quando testaram

por contato direto e fumigacdo 6leos essenciais de Brassica juncia L., Citrus aurantifolia L.,
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Cocholearia armoracia L., Coriandrum sativum L., Eugenia caryophyllata L.,
Juniperus oxycedrus L., Mentha pulegium L., Mentha spicata L., Pimenta racemosa Urban e
Ekman, Pimenta officinalis L. e Thymus vulgaris L. na concentracdo de 0,07mg/cm?

O potencial acaricida dos 6leos essenciais de Abies alba Mill., Citrus limon L.,
Cedrus atlantica Endl., Coriandrum sativum L., Eucalyptus globulus Labill.,
Juniperus comuni Seub, Lavandula angustifolia Mill., Mentha x piperita L.,
Ocimum basilicum L., Pinus sylvestri L. e Satureja hortensis L. foram testados in vitro contra
D. gallinae por Magdas et al. (2010), utilizando a técnica de contato direto, com avalia¢des
24, 48 e 72 horas ap06s aplicacdo. Mortalidade de 100% do acaro foi obtida para os 6leos de
C. sativum, O. basilicum e S. hortensis na concentracdo de 0,6 mg/cm? apés 24 horas e para
Mentha x piperita, na mesma concentragéo, 24 a 72 horas apos.

Silva Filho (2007) obteve 85% de mortalidade de larvas do carrapato bovino
Boophilus microplus (Canestrini) por imersdo em solucdo dos extratos aquoso e etanolico da
casca seca de Anadenanthera macrocarpa (Benth). Cetin et al. (2010) obtiveram
mortalidade significativa do carrapato Hyalomma marginatum (Koch) com o uso de 6leo

essencial de Satureja thymbra L. por fumigacao.

Castagnino (2008) avaliou a mortalidade do Varroa destructor (Anderson e
Trueman) em abelhas Apis mellifera L. (africanizadas), pela manutengdo de abelhas infestadas
pelo 4caro em gaiolas plasticas de 10 cm x 10 cm, contendo no seu interior um retangulo de esponja
(1,0 cm?) encharcado pelos dleos essenciais de Eucalyptus sp., Ruta graveolens L. e Mentha sp.
Os Oleos testados promoveram mortalidade do acaro a partir de 10uL, reduzindo
significativamente a mortalidade de crias da abelha. Vieira et al. (2012) para 0 mesmo
parasito, com utilizacdo da mesma metodologia, obteve 90 a 92% de mortalidade para o 4caro
nas concentracdes de 50uL do dleo essencial de Eucalyptus sp. e Cinnamomum sp. Segundo
Calderone e Spivak (1995), os metabolicos secundarios de algumas plantas como o mentol e
o salacilato de metila sdo eficientes no controle do acaro Acarapis woodi (Rennie),

endoparasita de A. mellifera.

Os metabolitos secundarios de plantas sdo constituidos por misturas complexas
de substancias quimicas como monoterpenos, sesquiterpenos e flavonoides, desempenhando

funcbes importantes nos processos de interacéo tritrofica: planta — fitofago — inimigo natural
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e no controle de insetos, &caros, fungos e nematdides (OLIVEIRA; VENDRAMIM, 1999).
Os compostos quimicos presentes nos vegetais que apresentam acéo toxica e/ ou repelente,
agem contra ataque de pragas podendo desencadear efeitos subletais, tanto do ponto de vista
comportamental como fisioldgico, tais como: esterilidade, desenvolvimento e reducdo na
alimentacdo (ANDRADE et al., 2001).

Os produtos provenientes dos metabdlitos secundarios de plantas podem atuar
nos insetos por ingestdo, contato e fumigacdo (RAJENDRAN; SRIRANJINI, 2008). Esses
produtos possuem como principais vantagens em comparagao com quimicos sintéticos, rapida
degradacdo no ambiente, o que provavelmente dificulta possiveis efeitos sobre organismos
benéficos, contaminacdo ambiental, reduz intoxicacdo de produtores e consumidores dos
produtos tratados e minimiza o surgimento de populacfes de pragas resistentes; uma vez que
esses produtos geralmente apresentam complexa constituicdo quimica (ISMAN, 2000;
BAKKALLI et al., 2008). A investigacdo de atividades de repeléncia e antibiose das plantas
Eugenia uniflora L., Lippia sidoides Cham. e Momordica charantia L. sobre O. bursa surge
como uma importante iniciativa na utilizagdo destas para o controle do acaro, podendo

proporcionar 0 uso de novas espécies vegetais com atividade acaricida.

2.2. As espécies vegetais
Eugenia uniflora

Pertence a familia Myrtaceae que compreende cerca de 130 géneros e 4.000
espécies de plantas lenhosas, com distribuicdo predominantemente pantropical e subtropical.
Na flora brasileira, as Myrtaceae aparecem entre as familias mais comuns na maioria das
formacdes vegetacionais, com destaque para a Mata Atlantica e para a Floresta de Restinga
(SOUZA; LORENZI, 2005). O género Eugenia é bem representado nas diversas formacoes
vegetacionais do Brasil, ndo apenas quanto a diversidade, mas também quanto a abundancia
e frequéncia de suas espécies (RODRIGUES; NAVE, 2000). Muitas dessas espécies sao
ricas em Oleos essenciais e taninos, sendo frequentemente utilizadas na medicina popular
(LUNARDI et al., 2001).
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Espécies de Eugenia podem ser encontradas nas formas de subarbustos, arbustos
ou arvores; com flores solitarias ou reunidas em racemos, fasciculos ou glomérulos, axilares;
com bréacteas e bractéolas livres, geralmente persistentes; sépalas livres e imbricadas no
botdo floral, geralmente o par interno, maior que o par externo; hipanto ndo prolongado
acima do ovario; placentacdo axilar. Seus frutos caracterizam-se como globosos, elipticos ou
piriformes, possui calice persistente; embrido eugenidide globoso, arredondado ou elipsoide,
cotilédones crassos, plano-convexos, livres entre si ou completamente unidos; eixo radicula-
hipocétilo reduzido ou inconspicuo (ARANTES; MONTEIRO, 2002).

Eugenia uniflora é nativa do Brasil, bem adaptada as condic¢Ges climaticas do
Nordeste e encontrada em quase todo territ6rio nacional devido a sua adaptabilidade as mais
distinta condigbes de clima e solo (BEZERRA; SILVA-JUNIOR; LEDERMAN, 2000).
Caracteriza-se como um arbusto ou arvore semidecidua, de quatro a dez metros de altura,
copa estreita, de tronco liso de cor pardo clara. As folhas séo simples, de 3 a 7 cm de
comprimento, com aroma caracteristico. As flores s@o de cor branca, solitarias ou em grupos
de dois a trés nas axilas e nas extremidades dos ramos. Os frutos sdo do tipo drupa,
globosos e sulcados, brilhantes e de cor vermelha, amarela ou preta, com polpa carnosa e
agridoce, contendo de uma a duas sementes (LORENZI; MATQOS, 2002)

Na medicina popular, as folhas e frutos sdo empregados em varias regiées do
pais, usadas em infusdes e decoccles para tratamento de inflamacdes, dores reumaticas,
problemas de estbmago e como diurético (AURICCHIO; BACCHI, 2003), no tratamento de
diarréia, hiperglicemia, hiperlipidemia e hipertensdo (AURICCHIO et al., 2007).
Eugenia uniflora estd na lista de plantas medicinais autorizadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA do Ministério da Saude, publicada na Resolucéo Brasileira
de nimero 267 do ano de 2005 para seu uso no preparo de infusdes de folhas e os seus frutos

sdo utilizados como alimento.

Fitoquimica de E. uniflora

Em estudos fitoquimicos de folhas de E. uniflora foi registrada a presenca de

substancias como antraquinonas, esteroides, fendis, heterosideos flavonoides, heterosideos
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saponinicos, taninos e triterpenos (PANIZZA, 1998; FIUZA et al., 2008). Lee et al. (1997)
encontraram dentre os constituintes fenolicos de folhas de E. uniflora, eugeniflorina D1
(C75Hs2048) e eugeniflorina D2 (CesHas045), além de dois taninos macrociclicos
hidrolisaveis.

Atividade acaricida de E. uniflora

A alta volatilidade dos dleos essenciais permite sua utilizagdo para o controle de
pragas em ambientes fechados como em casas de vegetacdo ou na preparacdo de
formulagbes para serem utilizadas em ambientes abertos (ASLAN et al., 2004). Estudos
desenvolvidos com o 0Oleo essencial de folhas de E. uniflora tém revelado acdo acaricida

contra o acaro rajado Tetranychus urticae (Koch) (NEVES et al., 2009).

A dose letal (DLso) oral do extrato hidroalcoolico de folhas de E. uniflora para
camundongos foi estipulada em 5,93 g/Kg, sendo a planta considerada com baixa
toxicidade (AURICCHIO et al., 2007). Corroborando essa informacdo, Lora (2007)
observou o aparecimento de sinais toxicos a partir da DLsp de 1,9 g/Kg e alteragdes na
atividade espontéanea tanto em camundongos machos como fémeas somente a partir de doses

iguais ou superiores a 0,25 g/Kg.

Lippia sidoides

O género Lippia (Verbenaceae) apresenta cerca de 200 espécies dentre ervas,
arbustos e pequenas arvores. Sua distribuicdo encontra-se ao longo da América do Sul,
Central e parte da Africa (TERBLANCHE; KORNELIUS, 1996). No Brasil encontra-se a
maior diversidade do género Lippia, com aproximadamente 111 espécies, localizadas
principalmente em Minas Gerais e Bahia (SALIMENA, 2000). Geralmente espécies deste
género sdo preparadas para uso como infusdes ou decocc¢des (MORTON, 1981), sendo
conhecida por apresentar, principalmente, atividade antiinflamatoria, antioxidante, inseticida
e repelente (PASCUAL et al., 2001).
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Conhecida popularmente como “alecrim-pimenta”, L. sidoides é nativa do
semi-arido do Nordeste brasileiro (COSTA et al., 2002) e esta inserida no projeto Farmécias
Vivas da Universidade Federal do Ceara (MATOS, 2002). A exemplo de outras plantas do
género, L. sidoides é uma planta aromatica, de uso medicinal popular, principalmente como
anti-séptico e uso tépico em pele e mucosas (MATOS, 2000). Como caracteristicas vegetais
a espécie apresenta-se como grande arbusto de dois a trés metros de altura, porte ereto,
comportamento caducifélio, densamente ramificado e quebradico. Suas folhas sdo opostas,
simples e peciolada, aromaticas e picantes com flores pequenas, esbranquicadas, reunidas
em espigas de eixo curto nas axilas das folhas; os frutos sdo pequenos e com sementes de
rara germinacdo (LORENZI; MATOS, 2002).

Fitoquimica de L. sidoides

Oleos essenciais das espécies deste género apresentam como principais
constituintes quimicos: limoneno, B cariofileno, p cimeno, canfora, linalol, a pineno e timol,
sendo geralmente este Ultimo o constituinte majoritario. Dentre 0s componentes nao volateis
destacam-se os flavonoides, naftoquinonas, iridoides, alcaloides, triterpenos e saponinas
(PASCUAL et al., 2001).

Estudos fitoquimicos de L. sidoides, tem resultado no isolamento de varios
constituintes quimicos, sendo estes: acetato do acido oleandlico-4, metil-3,4-
diidroxibenzoato-5, lapachenol-6, tecomaquinona-1, tectoquinona-8, tectol, tectol acetilado-
7, quercetina-9, luteolina-9, glucoluteolinae lippisidoquinona (COSTA et al., 2002). Quanto
aos valores percentuais dos constituintes majoritarios do éleo essesncial: 43,5% foi Timol,;
22,4%, o Felandreno; 8,6%, p Cimeno; 9,7%, B Cariofileno; 6,5%, Mirceno e 4,3%,
Cavacrol (COSTA et al., 2005).

Atividade inseticida e acaricida de L. sidoides

Em estudos desenvolvidos por Cavalcanti et al. (2004) Costa et al. (2005) e

Carvalho et al. (2003) propriedades bioldgicas do 6leo essencial de L. sidoides, tais como
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atividade inseticida sobre larvas de Aedes aegypti L. e contra o Tenebrio molitor (L.) (LIMA
et al., 2011) e acdo acaricida sobre o T. urticae (CAVALCANTI et al., 2010; DELFINO,
2012) foram relatadas. Segundo Cavalcanti et al. (2010) o uso de éleos essenciais de L.
sidoides pode ser uma excelente alternativa, segura no controle de acaros e ambientalmente

correto.

Em ensaios toxicologicos realizados com extratos de folhas de L. sidoides
inoculados por via intraperitoneal em camundongos reacOes adversas, demonstrando
relevante toxicidade aguda interna, foram observadas (ALMEIDA et al., 2009). Em estudos
com Oleo essencial de L. sidoides, Mendonga et al. (1990) avaliaram sua toxicidade e
alergenicidade na utilizagdo como cosméticos, onde foram feitos testes oftadlmicos e
cutaneos em coelhos e humanos verificando-se que ndo houve reacdo positiva quando
utilizado na concentracdo de 1%. Fontenelle et al. (2008) testando a toxicidade aguda, com
obtencdo de Doses Letais (DLsp) do Oleo essencial da L. sidoides verificaram que até a
concentracdo de 3g/Kg inoculados por via oral em camundongos foi desprovida de qualquer
toxicidade.

Momordica charantia

A familia Cucurbitaceae € constituida por cerca de 120 géneros e
aproximadamente 825 espécies (MABBERLY, 1987). Seus membros sdo encontrados
principalmente em regides tropicais com ocorréncia muito rara em éareas temperadas. E
considerada uma das mais importantes familias de plantas utilizadas para a producdo de
alimentos e fibras (CARDOSO, 2003). Dentre 0s seus principais representantes, destacam-se
a melancia, Citrullus lanatus Thumb; o meldo, Curcumis melo L.; o pepino,
Curcumis sativus L.; o chuchu, Sechium edulis Jacq.; o meldo de Sao Caetano, M. charantia;
as abdboras, Curcubita pepo L., Curcubita maxima Burm e Cucurbita foetidissima Kunth,

dentre outras.

Momordica charantia € conhecida popularmente como meldo de Sdo Caetano,
erva de Sdo Caetano, erva de lavadeira, fruto de cobra, fruto de negro, erva de Sdo Vicente e

meldozinho (LORENZI, 2000). E originaria da Asia, de onde foi disseminada para muitas
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regides de clima tropical e subtropical. Sua introducio no Brasil ocorreu a partir da Africa,
sendo considerada uma planta infestante e tornando-se bastante comum em terrenos
abandonados, pomares, hortas, cafezais, sobre cercas e alambrados tornando-se muito bem
climatizada do sul até o nordeste (PEREIRA, 2006; LORENZI, 2000).

E uma espécie pioneira, mondica e com flores unissexuais, assim como a
maioria das espécies de cucurbitacea (JOLY, 1998). E herbéacea, anual, reproduzida por
sementes e alastrada a partir de rizomas dos quais ha brotacdo da planta; trepadeira,
prendendo-se por gavinhas sobre obstaculos ou plantas vizinhas. Apresenta flores amarelas
solitarias nas axilas das folhas (ROBINSON; DECKER-WALTERS, 1997). Possui caules
pubescentes, possuindo comprimento de 2 a 3 metros. As folhas apresentam entre 5 a 7
I6bos ovalado-oblongos, pecioladas, face superior levemente pubescente e a inferior mais
densamente pilosa ao longo das nervuras (LORENZI, 2000). Os frutos s&o amarelos ou
laranjas, s@o ovoide, quando abertos expdem as sementes cobertas por um arilo vermelho,
mucilaginoso, adocicado e comestivel (LORENZI; MATQOS, 2002).

Fitoquimica de M. charantia

Os estudos fitoquimicos dos componentes do meldo de Sdo Caetano tém
demonstrado a presenca de compostos biologicamente ativos como 50 novos glicosideos,
cucurbitins e cucurbitane (CHEN et al., 2008a). Em estudos desenvolvidos por Daleffi-
Zocoler et al. (2006) com extrato aquoso de caule e folhas de M. charantia resultados
positivos quanto aos grupos quimicos para presenca de flavondides, saponinas, taninos e
esterdides/triterpenos e resultados negativos para presenca de alcaldides, antracéntricos
livres e cumarinas foram obtidos. Momordica charantia, segundo Alonso (1996) apresenta
guimicamente taninos, saponinas triterpénicas (momordicinas I, Il e 11l), &cidos orgéanicos,

acidos graxos e resinas.

Os extratos preparados com folhas de M. charantia dessecadas e pulverizadas
utilizando-se como solventes o alcool etilico a 70% (extrato hidrofilico) e o éter etilico
(extrato lipofilico) apresentaram como metabdlitos mais freqlentes os alcaldides,

catequinas, esteroides e saponinas (RODRIGUES et al., 2010). A presenca de alcaldides é
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citada em pesquisas desenvolvidas por Gupta (1995), demonstrando conflito entre as
informacBes e ndo ficando claro se essa classe tem presenca marcante na espécie
(DALEFFI- ZOCOLER et al., 2006).

Em estudo fitoquimico do Gomes et al. (2011) extrato etandlico do pé de folhas,
talo e frutos verificou-se a presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados ou
catéquicos), enquanto que os extratos etanolicos de M. charantia indicaram a presenca de
flavonas, flavonois, xantonas, flavanonois, chalconas e auronas demonstrando um resultado
negativo para antocianinas e antocianidinas. Extrato etandlico do meldo Séo Caetano foi

positivo para a presenca de leucoantocianidinas e catequinas e negativo para flavanonas.

Rodrigues et al. (2010) obtiveram resultados positivos no extrato hidrofilico para
presenca marcante para catequinas, esteroides e saponinas e fracamente para alcaldide e
fendis, entretanto para o extrato lipofilico apenas apresentou presenca de esterdide. Para
ambos ndo houve a presenca dos componentes antocianinas e antocianidinas, auronas,
chalconas, flavanonas, flavonas, flavondis, flavononois, leucoantocianidinas, taninos,
triterpendides e xantonas. Grover e Yadav (2004) revisando a acdo farmacoldgica e potenciais
usos biolégicos de M. charantia concluiram que os quimicos ativos incluem glicosideos,

saponinas, alcaldides, 6leos ndo volateis, triterpenos, proteinas e esteroides.

Atividade inseticida e acaricida de M. charantia

Hilje et al. (2002) avaliaram extratos metandlicos de folhas de M. charantia no
controle da mosca branca, Bemisia tabaci (Gennadius) e verificaram que em altas
concentragdes (5, 10 e 15 mg/L) os extratos metandlicos apresentaram efeito repelente sobre

0 inseto.
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RESUMO

Mundialmente tém-se relatado em criacBes avicolas infestagdes pelo &caro hematdfago
Ornithonyssus bursa (Berlese). Populagdes desses acaros tém apresentado resisténcia aos
produtos quimicos sintéticos utilizados em seu controle, através deste objetivou-se verificar a
composi¢do quimica e atividade acaricida do Oleo essencial de folhas frescas de Eugenia
uniflora L. (Myrtaceae) sobre O. bursa. O 0leo essencial foi extraido em aparelho do tipo
Cleavenger modificado por hidrodestilacdo e a analise quimica realizada por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM). Para avaliacdo do efeito acaricida
foram realizados testes de repeléncia, fumigacdo e efeito residual. O dleo essencial de E.
uniflora apresentou como constituintes quimicos os sesquiterpenos selina-1,3,7(11)-trien-8-
ona (52,05%) e epdxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (47,95%). O dleo de E. uniflora

manteve-se neutro, ndo repelindo e ndo provocando mortalidade significativa em o O. bursa.

PALAVRAS - CHAVE: avicultura, acaricidas botanicos, Eugenia uniflora.
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POTENCIAL ACARICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE  Eugenia uniflora L.
(MYRTACEAE) SOBRE Ornithonyssus bursa (BERLESE)
(ACARI: DERMANYSSIDAE)

INTRODUCAO

Ornithonyssus bursa (Berlese) é um &caro hematdéfago da familia
Dermanyssidae, conhecido como acaro tropical da galinha ou erroneamente por piolho de
galinha, distribui-se pelas regifes tropicais e subtropicais e € um parasito externo de aves
domeésticas e silvestres, vive no hospedeiro e no interior do material em nidificacdo. No
Nordeste do Brasil é conhecido como “pichilinga”. Ao se alimentar provoca danos teciduais
locais e transferéncia de toxinas ou patdgenos através da saliva (BURTT Jr. et al., 1991;
WALTER; PROCTOR, 1999; WIKEL; ALARCON-CHAIDEZ, 2001). Por se tratar de um
dos principais acaros que parasitam galinhas poedeiras criadas em sistema de confinamento,
0 seu controle representa um grande desafio aos produtores devido a acdo de acaricidas
sintéticos que pode resultar no desenvolvimento de populagdes resistentes desses acaros a
tais produtos (NORDENFORS et al., 2001). Tucci et al. (1997) afirmaram que na avicultura
de postura, os riscos de contaminacdo dos ovos por substancias quimicas sdo elevados. O
uso de acaricidas sintéticos podem ainda promover a presenca de residuos nos alimentos
produzidos e efeitos ambientais indesejaveis (DALTON; MULCABY, 2001). Decorrente
disto, a busca por métodos alternativos de controle tem sido uma constante em todo o

mundo.

Eugenia uniflora L. € uma planta nativa do Brasil, bem adaptada as condicdes de
clima e solo do Nordeste, encontrada em quase todo territério nacional (BEZERRA et al.,

2000) e utilizada na medicina popular no controle de parasitos internos.

O objetivo do presente estudo foi obter informag6es sobre a composicao quimica
do 6leo essencial de folhas de E. uniflora e avaliar o seu efeito sobre O. bursa através dos

testes de fumigacao, repeléncia e efeito residual.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao e manutencéo do acaro

Amostras de O. bursa foram coletadas em uma criagdo de aves de postura, no
municipio de Crato-CE (Brasil), nas coordenadas geograficas 7°14’S e 39°25’W durante o
més de outubro de 2010. Para a técnica de coleta, retdngulos de tecido foram espalhados
préximos aos ninhos das aves, onde permaneceram por aproximadamente 24 horas, em
seguida foram recolhidos e acondicionados em sacos plasticos bem vedados para evitar fuga
do acaro. Posteriormente, os retangulos de tecido com os espécies foram conduzidos ao
Laboratério de Zoologia de Invertebrados (LZI) da Universidade Regional do Cariri
(URCA). Para extrair os acaros, os retangulos de tecido foram colocados no interior de um
funil extrator de formas moveis de Berlese-Tullgren. Sob o didmetro inferior do funil,
arenas de criacdo adaptadas daquelas descritas por McMurtry e Scriven (1965) foram
colocadas. Cada arena consistiu em um deposito plastico (53 x 37 x 8 cm), no interior, um
retangulo de polietileno® expandido (35 x 25 x 2cm) encharcado com agua destilada, sobre
o qual, um retangulo de plaviflex® (21 x 12 x 1cm) foi depositado. O retangulo de paviflex®
foi contornado por tiras de algodao hidréfilo umedecidas, para evitar a fuga dos acaros. No
interior de cada arena, sobre o retangulo de paviflex®, fibras de algoddo foram depositadas.
Sobre as fibras de algoddo foram depositados pequenos retangulos de plastico preto, que
serviram como abrigos para os acaros. As arenas foram mantidas em temperatura ambiente.
Parte dos acaros foi utilizada pra os bioensaios e uma pequena amostra foi montada em

microscopia com meio de Hoyer para posterior identificacdo.

Material vegetal

Folhas de E. uniflora foram coletados no sitio Melo, cidade de Barbalha - CE
(Brasil) nas coordenadas geograficas: 7°19’S, 39°24°W (outubro de 2010 e fevereiro de
2011). Uma exsicata para a certificacdo da espécie foi montada e depositada no Herbario
Caririense Déardano de Andrade Lima (HCDAL) do departamento de Biologia da
Universidade Regional do Cariri -URCA sob o0 numero 6759.
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Obtencao do 6leo essencial

O processo de extracéo do 6leo essencial foi realizado no Laboratorio de Pesquisa
de Produtos Naturais (LPPN) da URCA.

A obtencdo do éleo essencial foi realizada pelo processo de hidrodestilacdo, em
aparelho doseador tipo Cleavenger, modificado por Gottlieb e Magalhées (1960). Para tanto,
300g de folhas frescas e trituradas foram colocados em um baldo de 5L juntamente com 2,5L
de agua destilada. O conjunto foi mantido em ebulicdo por 3 horas. Ap6s, a mistura agua/éleo
obtida no doseador foi tratada com sulfato de sédio anidro (Na,SQ,) e filtrado para separacao
de fases. O Oleo foi pesado e teve seu rendimento calculado com base na massa das folhas
frescas. Posteriormente, foi armazenado em frascos de vidro ambar e mantidos sob
refrigeracdo até seu uso. Uma aliquota de 200uL do 6leo foi reservada para a identificagdo

dos compostos quimicos e 0 remanescente usado nos bioensaios.

Analise da composi¢ao quimica do 6leo essencial

Para analise da composicdo quimica do 6leo essencial utilizou-se o sistema de
Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de Massa (CG/EM), em aparelho
SHIMADZU com detector seletivo de massa QP5050A, operado sob energia de ionizacdo de
70eV. A coluna de capilaridade utilizada foi DB-5HT (30m x 0,25mm de didmetro interno),
nas seguintes especificacdes: temperaturas de 270°C no injetor e 290°C no detector, tendo
hélio como gas de arrasto (1,7 mL/min); velocidade linear de 47,3cm/seg; fluxo total de
24mL/min; fluxo de portador de 24mL/min; pressdo de 107,8kPa e a temperatura de
aquecimento da coluna foi programada para 60°C (2min) - 180°C (1min) a 4°C/min e de 180 -
260°C a 10°C/min (10min).

A identificacdo dos componentes foi realizada por comparacdo entre seu
respectivo espectro de massa com aqueles padrdes registrados na base de dados da biblioteca
Wiley 229 e entre os indices de retencdo calculados com valores da literatura especializada
(ADAMS, 2001).
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Bioensaios

Todos os bioensaios foram realizados no LZI/URCA e mantidos em sala
climatizada com temperatura de 25 + 0,5°C; umidade relativa do ar de 70 + 6% e fotoperiodo
de 12/12h.

Teste de repeléncia

O método utilizado para o teste de repeléncia foi adaptado de Kogan e Goeden
(1970), este consistiu na confeccdo de unidades experimentais a partir de placas de Petri
com 9 cm de didmetro com um disco de papel filtro saturado em agua destilada, sobre o
qual foi depositado um outro disco de papel filtro, dividido em trés areas, duas areas laterais
de mesmo tamanho e uma faixa central de 0,5cm de largura. Uma das areas laterais foi
tratada com a solugéo etanolica do Oleo essencial de E. uniflora nas concentracdes de 0,25;
0,50; 0,75 e 1% e a outra, usada como controle, foi imersa apenas em etanol que foi
utilizado como solvente para o 0leo. A faixa central constituiu-se em uma area neutra, onde
nada foi aplicado. Posteriormente, os discos de papel filtro tratados permaneceram por cinco
minutos sob temperatura ambiente, para permitir a evaporacdo do solvente. Cada placa foi
considerada uma unidade experimental. Na faixa neutra de cada unidade experimental, dez
fémeas ingurgitadas de O. bursa foram liberadas. Em seguida as unidades experimentais
foram fechadas com pelicula de PVC transparente e mantidas em sala climatizada. Cinco
repeticdes foram feitas para cada concentracdo, totalizando 50 &caros por tratamento. As
avaliacGes foram realizadas 10, 30 minutos, 1, 2, 4, 8 e 24 horas apos a liberacdo das
fémeas, contando-se 0 nimero de acaros presentes em cada area da unidade experimental.
Acaros encontrados na faixa neutra, durante as avaliagdes foram considerados atraidos ou

repelidos conforme sua proximidade com o controle ou com o tratamento.

Os indices de Repeléncia (IR) foram calculado pela férmula IR=2G/(G+P),
proposta por Kogan e Goeden (1970), onde G é nimero de acaros que se dirigiram para o
tratamento e P € numero de acaros no controle. O intervalo de confianca, utilizado para
considerar se as diferentes concentracdes do 6leo foram ou ndo repelentes, foi obtido a partir
da média dos IR calculados e seu respectivo desvio padrdo (DP). A interpretacdo dos
resultados deu-se da seguinte forma: nos casos em que a media do IR apresentou-se menor
que 1-DP, a concentracdo do 6leo foi considerada repelente, nos casos em que a média do IR
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foi maior que 1+DP, foi considerada atraente e quando a media do IR ficou entre o intervalo

1-DP e 1+DP a concentragdo do 6leo foi considerada neutra.

Teste de fumigacéo

O método proposto para o presente estudo foi adaptado de Tung e Sahinkaya
(1998) e Aslan et al. (2004). Recipientes de vidro hermeticamente fechados, com capacidade
de 2,5L, foram utilizados como camara de fumigacdo. No interior de cada camara de
fumigagédo foi colocada uma unidade experimental. Cada unidade experimental consistiu de
uma placa de Petri com 7cm de didametro com um pequeno orificio de 1cm de diametro na
superficie da placa. O pequeno orificio foi fechado por uma microtela, viabilizando a troca
de ar com o meio e evitando a fuga dos acaros. Dez fémeas de idade desconhecida de
O. bursa foram colocadas em cada placa de Petri e estas foram fechadas com uma pelicula
de PVC transparente para evitar a fuga dos acaros. Para manutencdo da umidade, um

chumago de algoddo umedecido foi colocado dentro de cada cAmara de fumigacéo.

As doses de 5, 10, 15, 20 e 25uL. do oleo essencial de E. uniflora foram
utilizadas, correspondendo as concentragdes de 2, 4, 6, 8 ¢ 10ulL/L de ar por recipiente,
respectivamente. O 6leo essencial foi aplicado com pipeta automatica em tiras de papel filtro
com 5 x 2cm, que foram presas as superficies internas das tampas das camaras de
fumigacdo. As camaras de fumigacdo foram fechadas e mantidas em sala climatizada. Para o

controle nada foi aplicado.

A mortalidade dos acaros foi avaliada nos periodos de 12, 24, 48 e 72 horas ap0s
0 inicio da exposicdo. Os &caros que ndo apresentaram movimentos quando tocados com um
pincel de cerdas finas foram considerados mortos. Para cada concentracdo e tempo de
exposicdo trés repeticGes foram realizadas, sendo estas descartadas apos cada periodo de

tempo avaliado.

Teste de efeito residual

O método utilizado para a avaliacdo do efeito residual do Oleo essencial de
E. uniflora sobre O. bursa foi adaptado de Jeppson et al. (1975). Discos de papel filtro, com
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8,5cm de didmetro foram imersos durante 5 segundos nas solucGes etandlicas do Gleo
essencial de E. uniflora nas concentracdes de 0,25; 0,50; 0,75, 1% e Vertimec® (1mL/L) e
como controle, etanol foi aplicado. Posteriormente, os discos foram mantidos sobre uma
folha de papel filtro por cinco minutos para secagem e evaporacdo do solvente, a

temperatura ambiente.

Depois de secos, cada disco foi colocado sobre um outro disco de papel filtro,
saturado por agua destilada, no interior de uma placa de Petri de 9cm de didmetro. Cada
placa foi considerada uma unidade experimental. Em seguida, 10 fémeas de idades
desconhecidas, do &caro avaliado, foram transferidas para cada unidade experimental
previamente preparada. As unidades experimentais foram fechadas com uma pelicula de
PVC transparente e mantidas em sala climatizada.

As avaliacdes foram feitas 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a exposi¢cdo das fémeas as
diferentes concentracdes do 0leo. Os acaros que ndo se movimentaram quando tocados com
pincel de cerdas finas foram considerados mortos. Para cada concentracdo e tempo de
exposicdo foram realizadas trés repeticOes, sendo estas descartadas apds cada ciclo de

observacéo.

Analise estatistica

Os dados obtidos nos testes de repeléncia, fumigacdo e efeito residual foram
avaliados quanto a normalidade e submetidos a analise de variancia, as medias foram
comparadas pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia, pelo programa Statistica,
versdo 10.0. Para os testes de fumigacdo e residual, Concentracbes Letais (CL) foram
estimadas por analise de Probit, com o programa PoloPlus versdo 2 (LeORA SOFTWARE,
2007)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicdo quimica do 6leo essencial
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O oleo essencial de folhas de E. uniflora apresentou cor esverdeada, aspecto
fluido e teve um rendimento de 0,25%. A analise por CG/EM permitiu a identificagdo dos
sesquiterpenos selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (52,05%) e epdxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-
ona (47,95%).

Resultados semelhantes para o dleo essencial de folhas de E. uniflora foram
apresentados por Brun e Mossi (2010), Gallucci et al. (2010), Costa et al. (2009) e Neves et
al. (2009), onde revelaram como componente majoritario a Selina 1,3,7 (11)-trien-8-ona.
Além desses constituintes Morais et al. (2006) relataram a presenca significativa do éxido de
cariofileno. De acordo com Costa et al. (2009) a composicao quimica dos 6leos essenciais
de folhas de E. uniflora podem apresentar diferenca quanto a época de coleta, relatando a
presenca de epdxido de selina-1,3,7(11)- trien-8-ona como constituinte majoritario no dleo
de folhas dessa mesma espécie coletada na estacdo Umida, enquanto na estacdo seca,
espatulenol e 6xido de cariofileno predominaram. O uso destas informacgdes explica 0s

resultados da acéo biologica a seguir.

Efeito repelente

O oleo essencial de E. uniflora mostrou-se neutro para o acaro O. bursa em
todas as concentracOes e periodos testados (Tabela 1). Em todos os tratamentos as médias
dos indices de repeléncia (IR) permaneceram entre 1 — DP e 1 + DP, caracterizando
indiferenca na escolha do &caro por permanecer ou ndo na area tratada com o referido 0leo

essencial.

Né&o foram encontrados registros na literatura sobre o potencial de produtos
naturais extraidos de plantas no controle de O. bursa. No entanto, 0 uso de 6leos essenciais
de muitas espécies tem sido investigado no controle de &caros ectoparasitos de aves, bem

como de fit6fagos.

Efeito repelente para o 6leo essencial de E. uniflora foi obtido em estudos com
acaros fitofagos (TAPONDJOU et al., 2002; ASLAN et al., 2004). Delfino (2012) constatou
que apos 24 horas de exposicdo ao Oleo, Tetranychus urticae (Koch) foi repelido nas
concentracdes de 0,25; 0,50 e 1%. O efeito repelente de um 6leo geralmente esta associado

aos seus componentes majoritarios que no caso de E. uniflora essa atividade foi atribuida a
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selina 1,3,7 (11)-trien-8-ona (TAPONDJOU et al., 2002; ASLAN et al., 2004; DELFINO,
2012).

Efeito fumigante

Os vapores do 6leo de E. uniflora ndo provocaram mortalidade significativa em
O. bursa nas diferentes concentracGes e intervalos de tempo avaliados (Tabela 2). Muitos
6leos essenciais tém apresentado toxicidade para acaros. Kim et al. (2004) obtiveram 100% de
mortalidade do 4caro Dermanyssus gallinae De Geer testado na concentracdo de 0,07mg/cm?
por contato direto e fumigacdo dos 6leos essenciais de Brassica juncia L., Citrus aurantifolia
L., Cocholearia armoracia L., Coriandrum sativum L., Eugenia caryophyllata L.,
Juniperus oxycedrus L., Mentha pulegium L., Mentha spicata L., Pimenta racemosa Urban e
Ekman, Pimenta officinalis L. e Thymus vulgaris L., indicando a bioatividade desses 0leos.
George et al. (2009) alcancaram indices de mortalidade de 85% sobre D. gallinae ao longo de
um periodo de 24 horas de exposi¢do por contato direto do acaro com o 60leo essencial de

Eucaliptus citriodora Hooker.

O oOleo essencial de E. uniflora apresentou acdo acaricida para T. urticae com
uma CLso de 0,19 (NEVES et al., 2009). Em estudos desenvolvidos por Delfino (2012), 100%
de mortalidade de T. urticae foi verificada apenas nos maiores intervalos de tempo
considerados, ap0s 48 horas na concentracdo de 10 pL/L de ar e ap0s 72 horas nas
concentracdes de 8 e 10uL/L de ar. Para Tetranychus evansi Baker a mortalidade de 100% foi

obtida nas diferentes concentragdes e intervalos de tempo avaliados.

Atividade tdxica atraves do teste de fumigacdo de Eugenia uvalha Camb. foi
observada para os acaros Tyrophagus putrescentiae Schrank e Suidasia pontifica Oudemans.
Os 0Oleos essenciais das folhas de E. uvalha causaram mortalidade de aproximadamente
87% para T. putrescentiae e 62% para S. pontifica na concentragdo de 50 pL/L de ar
(ASSIS, 2010). As atividades apresentadas pelos 6leos de e E. uvalha estdo provavelmente
associadas a presenca de seu constituinte majoritario o 6xido de cariofileno (OLIVEIRA et
al., 2007).

Efeito residual
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Consideravel mortalidade de O. bursa pela acéo residual do 6leo essencial de
E. uniflora foi obtida na concentracdo de 0,25% durante o periodo de exposicao de 72 horas
(Tabela 4). No entanto, somente houve diferenca para a acdo téxica nos diferentes periodos
testados para a concentracéo de 1,00%.

Oleos essenciais de Pelargonium graveolens L’Hér., Myrtus communis L.,
Santolina africana L. e Thymbra capitata L. Cav. (GHRABI-GAMMAR et al., 2009) e
Thymus vulgaris L. (GEORGE et al., 2010) podem matar 90 a 100% de D. gallinae por
contato direto. Para acaros fitofagos tem-se resultados promissores para utilizacdo do 6leo
essencial de E. uniflora, em estudos desenvolvidos por Delfino (2012) ao testa-lo sob o
Tetranychus evansi obteve como resultado mortalidade de 80% dos é&caros nas
concentracgdes de 0,75 e 1,00%.

As concentragdes letais médias diminuiram com o passar do tempo de exposi¢do
(Tabela 5). As CLsg variaram de 0,351 a 1,263uL/L de ar, enquanto as CLgo variaram de
0,317 a 3,179uL/L de ar.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, o Oleo essencial de
E. uniflora apresenta-se neutro sob o acaro O. bursa, inviabilizando seu uso como controle

para esta praga.

CONCLUSOES

« O 0Oleo essencial de Eugenia uniflora apresentou sesquiterpenos selina-1,3,7(11)-

trien-8-ona e epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona;

« Oleo essencial de Eugenia uniflora manteve-se neutro, ndo repeliu Ornithonyssus

bursa.

« Os vapores e 0s residuos do Oleo essencial de E. uniflora ndo provocaram

mortalidade significativa em O. bursa.
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Tabela 1. Repeléncia causada pelo Oleo essencial de Eugenia uniflora sobre
Ornithonyssus bursa nos diferentes intervalos de tempo avaliados sob temperatura de 25 +
0,5°C; umidade relativa do ar de 70 + 6% e fotoperiodo de 12/12h.

Intervalo de tempo Concentracéao % de &caros IR + DP! Classificacao
repelidos
08h 1,00 40aA 1,20 + 0,54 Neutro
0,75 42aA 1,40 £ 0,43 Neutro
0,50 48aA 1,00 £ 0,16 Neutro
0,25 40aA 1,20 £ 0,37 Neutro
24 h 1,00 60aA 0,80 £ 0,37 Neutro
0,75 40aA 1,20 £ 0,20 Neutro
0,50 56aA 1,00 £ 0,17 Neutro
0,25 62aA 0,80 £ 0,29 Neutro
48 h 1,00 52aA 1,20 £ 0,35 Neutro
0,75 44aA 1,00 = 0,50 Neutro
0,50 56aA 0,80 + 0,33 Neutro
0,25 60aA 0,80 + 0,24 Neutro
72 h 1,00 54aA 1,00 £ 0,33 Neutro
0,75 52aA 0,80 + 0,26 Neutro
0,50 60aA 0,60 + 0,34 Neutro
0,25 48aA 1,00 £ 0,32 Neutro

ndice de repeléncia + Desvio padrdo; Médias dentro do mesmo intervalo de tempo seguidas da
mesma letra minGscula e médias de mesma concentracdo seguidas de mesma letra maiuscula,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Mortalidade média de Ornithonyssus bursa pela acdo fumigante do 6leo essencial
de Eugenia uniflora em quatro intervalos de tempo sob temperatura de 25 + 0,5°C, umidade

relativa do ar de 70 + 6% e fotoperiodo de 12/12h.

Médias de mortalidade (%) + EP’

ML/L de ar 12 h 24 h 48 h 72 h
0,0 0,0 £ 0,0aA 0,0 £ 0,0aA 0,0 £ 0,0aA 0,0 £ 0,0aA
0,8 0,0 £ 0,0aA 50,0 + 2,1aA 30,0 £ 0,6aA 36,0 £ 2,0aA
2,0 16,0 £ 1,2aA 40,0 + 2,6aA 23,0 £ 0,9aA 23,0 £ 0,9aA
4,0 10,0 + 0,6aA 50,0 + 2,6aA 36,0 £ 0,9aA 30,0 £ 1,5aA
6,0 13,3+ 0,7aA 46,6 + 2,4aA 26,6 £ 0,3aA 23,3+ 0,7aA
8,0 13,3 £ 0,9aA 66,6 £ 0,9aB 26,6 £ 1,2aAB 30,0 + 1,5aAB
10,0 6,6 + 0,66aA 63,3 £ 2,18aB 33,3+0,88aAB 43,3 +0,33aAB

"Mortalidade + Erro padrdo. Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mesma
letra maiuscula na linha, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Tabela 3. Mortalidade de Ornithonyssus bursa submetidos a acéo residual do Oleo
essencial de Eugenia uniflora em diferentes concentracdes e periodos de exposicdo sob
temperatura de 25 + 0,5°C, umidade relativa do ar de 70 + 6% e fotoperiodo de 12/12h.

Mortalidade (%) + EP"

% 12 h 24 h 48 h 72 h
Concentracao
Etanol 0,0 £ 0,0Aa 0,0 £ 0,0aA 0,0 £ 0,0aA 3,3+0,3aA

0,25 53,3+ 2,9abA 13,3+ 0,33A 40,0 + 3,1aA 90,0 £ 0,6cA

0,50 46,6+ 1,8abA 23,3 £ 0,9aA 6,6 £ 0,3aA 43,3 = 0,9abcA

0,75 86,6 + 1,3bA 26,6 £1,2aA 36,6 + 1,8aA 36,6 + 1,5abA

1,00 20,0+ 0,6abAB  3,3+£0,3aA 23,3+0,3aAB 56,6 + 1,5bcB
Vertimec® 3,3+0,3aA 10,0 £ 0,6aA 6,6 £ 0,3aA 30,0 = 1,0abA

"Mortalidade + Erro padrdo. Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e
mesma letra mailUscula na linha, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Efeito toxico do 6leo essencial de Eugenia uniflora sobre Ornithonyssus bursa
submetido a acdo residual em diferentes concentragcdes e periodos de exposicdo sob
temperatura de 25 + 0,5°C, umidade relativa do ar de 70 + 6% e fotoperiodo de 12/12h.

Tempo CLso CLgo G.L. ¥ Coeficiente
em (UL/L de ar) (UL/L de ar) angular ou
horas [95% 1.C.] [95% I.C.] Inclinacéo
+
EPM
12 - - - - -
24 0,871 1,132 2 5.327 4,83 0,191
(0,601 —1.263) (0,438 —2,923)
48 0,685 1,085 2 7,081 6,80 +0,209
(0,460 —1.018) (0,373 —3,159)
72 0,531 0,912 2 11,229 1,75 £0,196

(0,351 -0.803) (0,317 — 2,623)

Concentracdo letal (CL) 50 e 90, intervalos de confianca (1.C.) a 95%, coeficiente angular
erro padrdo da média (EPM); Qui-quadrado (x2); graus de liberdade (G.L.).
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POTENCIAL ACARICIDA DO EXTRATO ETANOLICO E DO OLEO ESSENCIAL DE
Lippia sidoides CHAM. (VERBENACEAE) SOBRE Ornithonyssus bursa (BERLESE)
(ACARI: DERMANYSSIDAE)

RESUMO

Mundialmente tém-se relatado em criacdes avicolas infestacdes pelo &caro hemat6fago
Ornithonyssus bursa (Berlese). Populagdes desses acaros tém apresentado resisténcia aos
produtos quimicos sintéticos utilizados em seu controle, através deste objetivou-se verificar a
composi¢do quimica e atividade acaricida do dleo essencial e do extrato etandlico de folhas
frescas de Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) sobre O. bursa. O dleo foi extraido em
aparelho do tipo Cleavenger modificado por hidrodestilacdo e as analises das composicoes
quimicas realizadas por Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de Massas
(CG/EM). A obtencdo do extrato etandlico e sua andlise fitoquimica seguiram a metodologia
descrita por Matos. Para avaliacdo do efeito acaricida foram realizados testes de repeléncia,
efeito residual e fumigacao. O 6leo de L. sidoides revelou timol (84,9%), p-cimeno (5,33%) e
etil-metilcarvacrol (3,01%) como constituintes majoritarios e para o extrato de L. sidoides
destacaram-se flavonas, flavonois, xantonas, flavonondis e alcaloides. O 0leo de L. sidoides
mostrou-se repelente para o O. bursa em todas as concentracdes testadas nos periodos de
exposicdo de 08 e 24 horas, diminuindo esse poder repelente conforme o aumento do tempo.
Os vapores do 6leo de L. sidoides provocaram mortalidade significativa em O. bursa nas
diferentes concentracGes testadas, a partir do periodo de exposicdo de 48 horas. O extrato
etanolico de L. sidoides demonstrou resultados aleatorios quanto a acdo repelente para
O. bursa. Tanto o dleo essencial como o extrato etandlico L. sidoides ndo apresentaram
mortalidade significativa quando o efeito residual testado. Os resultados aqui obtidos indicam

o0 potencial uso do 6leo essencial e o extrato etandlico de L. sidoides no controle do O. bursa.

PALAVRAS-CHAVE: Lippia sidoides, avicultura, acaricidas botanicos.
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POTENCIAL ACARICIDA DO EXTRATO ETANOLICO E DO OLEO ESSENCIAL DE
Lippia sidoides CHAM. (VERBENACEAE) SOBRE Ornithonyssus bursa (BERLESE)
(ACARI: DERMANYSSIDAE)

INTRODUCAO

Conhecida popurlamente como “alecrim-pimenta”, Lippia sidoides Cham.
(Verbenaceae) é nativa do semi-arido do Nordeste brasileiro (COSTA et al., 2002) e esta
inserida no projeto Farmécias Vivas da Universidade Federal do Ceard (MATOS, 2002). A
exemplo de outras plantas do género, L. sidoides é uma planta aromatica, de uso medicinal
popular, principalmente como anti-séptico de uso topico em pele e mucosas (MATOS,
2000). Oleos essenciais das espécies deste género apresentam como principais constituintes
quimicos: limoneno, P cariofileno, p cimeno, canfora, linalol, a pineno e timol, sendo este
ultimo o constituinte majoritario. Dentre 0os componentes ndo volateis destacam-se 0s
flavondides, naftoquinonas, iridoides, alcaldides, triterpenos e saponinas (PASCUAL et al.,
2001). Propriedades acaricidas do 0leo essencial de L sidoides foram observadas sobre o
acaro fitéfago Tetranychus urticae Koch (CAVALCANTI et al., 2010; DELFINO, 2012).

Ornithonyssus bursa (Berlese) é um é&caro hematéfago da familia
Dermanyssidae, conhecido como &caro tropical da galinha ou erroneamente como piolho de
galinha, distribui-se pelas regides tropicais e subtropicais. E um parasito externo de aves
domésticas e silvestres, vive no hospedeiro e no interior do material em nidificacdo, ao se
alimentar provoca danos teciduais locais e transferéncia de toxinas ou patdgenos através da
saliva (BURTT Jr.; CHOW,; BABBITT, 1991; WALTER; PROCTOR, 1999; WIKEL,;
ALARCON-CHAIDEZ, 2001). No Nordeste do Brasil ¢ conhecido como “pichilinga”
(FURTADO, 2012%). Por se tratar de um dos principais acaros que parasitam galinhas
poedeiras criadas em sistema de confinamento, o seu controle representa um grande desafio
aos produtores por ser realizado atualmente com uso de acaricidas sintéticos, o que pode
resultar no desenvolvimento de populacdes resistentes desses &caros a tais produtos
(NORDENFORS et al., 2001). Tucci et al. (1997) afirmaram que na avicultura de postura,

0s riscos de contaminacdo dos ovos por substancias quimicas sao elevados. O uso de acari-

'FURTADO, I.P. Universidade Regional do Cariri -URCA. Comunicacdo pessoal
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cidas sintéticos pode ainda promover a presenga de residuos nos alimentos produzidos e
efeitos ambientais indesejaveis (DALTON; MULCABY, 2001).

Devido a ocorréncia natural de L. sidoides na regido do Cariri cearense, no
presente estudo, teve-se como objetivo obter a composicdo quimica do 6leo essencial e do
extrato etandlico de folhas de L. sidoides, conhecer o efeito fumigante do dleo, o efeito

residual e a acdo repelente do dleo e do extrato da planta sobre O. bursa.

MATERIAL E METODOS
Obtencao e manutencéo dos acaros

Ornithonyssus bursa foi coletado em uma propriedade privada com criacdo de
aves de postura, situada no municipio de Crato-CE, nas coordenadas geograficas 7°14’S e
39°25°W durante o més de outubro de 2010. Para a técnica de coleta do acaro, retangulos de
tecido foram espalhados préximos aos ninhos das aves, onde permaneceram por
aproximadamente 24 horas, apos, foram recolhidos e acondicionados em sacos plasticos
bem vedados para evitar fuga. Posteriormente, foram conduzidos ao Laboratério de
Zoologia de Invertebrados da Universidade Regional do Cariri — LZI/URCA. Para a
extracdo dos acaros, a serem utilizados nos bioensaios, os retangulos de tecido contendo o0s
espécimes foram colocados no interior de um funil extrator de formas moveis adaptado de
Berlese-Tullgren e uma arena de criacdo, adaptada daquela descrita por McMurtry e Scriven
(1965), foi colocada sob o diametro inferior do funil. Cada arena consistiu em um depoésito
plastico (53 x 37 x 8 cm) com um retangulo de polietileno® expandido (35 x 25 x 2cm)
encharcado por 4agua destilada, sobre o qual um retangulo de paviflex® (12 x 21 x 1cm) foi
depositado. O retangulo de paviflex® foi contornado por tiras de algoddo hidréfilo
umedecidas, para evitar a fuga dos acaros. No interior de cada arena, sobre o retangulo de
paviflex®, fibras de algoddo foram depositadas. Sobre as fibras de algoddo, pequenos
retangulos de plastico preto foram colocados. As fibras de algoddo com os retangulos de
plastico serviram como abrigos para os acaros. As arenas foram mantidas em temperatura

ambiente.
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Amostras de O. bursa foram montadas em laminas para microscopia em meio de

Hoyer para posterior identificacéo.

Obtencéo do material botanico

Folhas de L. sidoides foram coletadas de plantas cultivadas no Horto de Plantas
Medicinais da Universidade Regional do Cariri — URCA (07°14’S ¢ 39°25°W), campus
Pimenta, municipio de Crato (Brasil), de abril a maio de 2011, durante o periodo da manha.
Ramos da planta foram colhidos, acondicionados em bandejas de plastico e conduzidos ao
LZI, onde ocorreu a separagdo, selecdo e trituracdo das folhas. Uma exsicata para a
certificacdo da espécie foi montada e depositada no Herbario Caririense Dardano de
Andrade Lima - HCDAL da URCA sob 0 nimero 6633.

Obtencéo do 6leo essencial de L. sidoides

A extracdo do oOleo essencial de folhas de L. sidoides foi realizada no
Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais — LPPN da Universidade Regional do Cariri —
URCA, pelo processo de hidrodestilagdo, em aparelho doseador tipo Cleavenger,
modificado por Gottlieb e Magalhdes (1960). Para tanto, 300g de folhas frescas e trituradas
foram colocados em um baldo de 5L juntamente com 2,5L de agua destilada. O conjunto foi
mantido em ebulicdo por 3 horas. Apés, a mistura dgua/éleo obtida no doseador foi tratada
com sulfato de sodio anidro (Na,SQ,) e filtrado para possivel separagédo das fases. O 0leo foi
pesado e teve seu rendimento calculado com base na massa das folhas frescas, sendo
armazenado em frasco de vidro &mbar e mantido sob refrigeracdo até seu uso. Uma aliquota
de 200uL do oleo foi reservada para a identificacdo dos compostos quimicos e o

remanescente usado nos bioensaios.

Para analise da composicdo quimica do 6leo essencial utilizou-se o sistema de
Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de Massa (CG/EM), em aparelho
SHIMADZU com detector seletivo de massa QP5050A, operado sob energia de ionizacdo de
70eV. A coluna de capilaridade utilizada foi DB-5HT (30m x 0,25mm de didmetro interno),
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nas seguintes especificacdes: temperaturas de 270°C no injetor e 290°C no detector, tendo
hélio como gas de arraste (1,7mL/min); velocidade linear de 47,3cm/seg; fluxo total de
24mL/min; fluxo de portador de 24mL/min; pressdo de 107,8kPa e a temperatura de
aquecimento da coluna foi programada para 60°C (2min) - 180°C (1min) a 4°C/min e de 180 -
260°C a 10°C/min (10min). A identificacdo dos componentes foi realizada por comparagédo
entre seu respectivo espectro de massa com aqueles padrdes registrados na base de dados da
biblioteca Wiley 229 e entre os indices de retengdo calculados com valores da literatura
especializada (ADAMS, 2001).

Obtencéo do extrato de L. sidoides

A obtencdo do extrato etandlico seguiu a metodologia descrita por Matos (1997),
sendo realizada no Laboratdrio de Pesquisa de Produtos Naturais — LPPN da Universidade
Regional do Cariri — URCA. Utilizou-se 330g das folhas frescas da amostra acrescida de 2L
de alcool etilico completando submersdo das mesmas. Para extracdo a mistura foi deixada
em repouso por 72 h, depois filtrada com uma gaze e concentrada em rota-evaporador
obtendo-se um material viscoso. Para conclusdo do processo de extracdo, o material obtido
foi acondicionado em frasco de vidro e mantido em banho-maria para concentracdo do

extrato.

Para determinar as principais classes de metabdlitos secundarios presentes no
extrato uma triagem fitoquimica foi realizada de acordo com metodologia colorimétrica

proposta por Matos (1997), caracteristica para cada classe de substancias.

Bioensaios

Todos o0s bioensaios foram realizados no Laboratério de Zoologia de
Invertebrados —LZI da URCA e foram mantidos em ambiente climatizado com temperatura
de 25 £ 1°C, 70 £ 3% de umidade relativa e 12/12 horas de fotoperiodo.
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Testes de repeléncia

O método utilizado para avaliar a atividade repelente do dleo essencial e do
extrato etanolico de L. sidoides foi adaptado de Kogan e Goeden (1970).

Discos de papel filtros com 8,5 cm de diametro foram utilizados como substrato
para os acaros. Cada disco foi dividido em trés areas, duas areas laterais de mesmo tamanho
e uma faixa central de 0,5cm de largura. Uma das areas laterais foi tratada com solucéao
etandlica do 6leo essencial de L. sidoides nas concentracdes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1% e a
outra, usada como controle, foi imersa apenas em etanol, na faixa neutra nada foi aplicado.
Apds, os discos de papel filtro tratados permaneceram por cinco minutos sobre uma folha de
papel filtro a temperatura ambiente para permitir a evaporacdo do solvente. Em seguida,
cada disco tratado foi depositado no interior de uma placa de Petri com 9cm de diametro,
sobre um outro disco de papel filtro de 8,5 cm de diametro saturado com agua destilada.
Cada placa foi considerada uma unidade experimental. Na faixa central de cada unidade
experimental, dez fémeas de O. bursa com idade desconhecida foram liberadas. Em seguida
as unidades experimentais foram fechadas com pelicula de PVC transparente e mantidas em
sala climatizada. Cinco repeticdes foram feitas para cada concentracdo, totalizando 50
acaros por tratamento. As avaliacfes foram realizadas 10, 30 minutos, 1, 2, 4, 8 e 24 horas
apos a exposicao dos acaros aos tratamentos, contando-se 0 nimero de acaros presentes em
cada area do disco de papel filtro. Os &caros encontrados na area neutra durante as
avaliacGes foram considerados repelidos ou ndo, de acordo com a proximidade do acaro com

essas areas.

Os indices de Repeléncia (IR) foram calculado pela formula IR=2G/(G+P),
proposta por Kogan e Goeden (1970), onde G é nimero de acaros que se dirigiram para o
tratamento e P é nimero de acaros no controle. O intervalo de seguranca utilizado para
considerar se o composto foi ou ndo repelente foi obtido a partir da média dos IR calculados
e seu respectivo desvio padrdo (DP). A interpretacdo dos resultados deu-se da seguinte
forma: nos casos em que a média dos IR apresentou-se menor que 1-DP, o composto foi
considerado repelente, nos casos em que a média dos IR foi maior que 1+DP, o composto
foi considerado atraente e quando a média dos IR ficou entre o intervalo 1-DP e 1+DP o

composto foi considerado neutro.
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Para a realizagdo do teste de repeléncia com o extrato etandlico de L. sidoides
sobre O. bursa, 0s mesmos procedimentos para o teste com o éleo essencial foram adotados.
Porem, o solvente utilizado foi &gua destilada.

Testes de efeito residual

O método utilizado para a avaliacdo do efeito residual do dleo essencial e do
extrato etandlico de L. sidoides sobre O. bursa foi adaptado de Jeppson, Keiter e Baker
(1975).

Discos de papel filtro de 8,5cm de didmetro foram utilizados, sendo estes
imersos por 5 segundos nas concentracGes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1% do 6leo essencial de
L. sidoides, o acaricida Vertimec® (ImL/L de agua destilada) e etanol como controle. O
etanol também foi utilizado para diluir o 6leo. Os discos de papel filtro foram mantidos em
temperatura ambiente por cinco minutos para evaporacdo do solvente. Em seguida, cada
disco foi colocado no interior de uma placa de Petri de 9 cm de didmetro, sobre um outro
disco de papel filtro saturado com agua destilada. Cada placa de Petri foi considerada uma
unidade experimental. Em seguida, 10 fémeas de idades desconhecidas de O. bursa foram
transferidas para cada unidade experimental previamente preparadas. As unidades
experimentais foram fechadas com pelicula de PVC transparente e mantidas em sala

climatizada.

A mortalidade foi avaliada 12, 24, 48 e 72 horas apds a exposicao dos acaros aos
tratamentos. Acaros que ndo se movimentaram quando tocados por pincel de cerdas finas
foram considerados mortos. Para cada tempo de exposicao trés repeticdes foram realizadas,

sendo estas descartadas apds cada ciclo de observacéo.

Para a realizacdo do teste de efeito residual do extrato etandlico de L. sidoides
sobre O. bursa, 0s mesmos procedimentos para o teste com dleo essencial foram adotados,

com excecdo para o controle, quando a agua destilada foi utilizada.
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Testes de fumigacéo

O método proposto para o presente estudo foi adaptado de Tung e Sahinkaya
(1998) e Aslan et al. (2004). Recipientes de vidro hermeticamente fechados, com capacidade
de 2,5L, foram utilizados como camara de fumigacdo. No interior de cada cadmara de
fumigagédo foi colocada uma unidade experimental. Cada unidade experimental consistiu de
uma placa de Petri com 7cm de didmetro com um pequeno orificio de 1cm de didmetro na
superficie da placa. O pequeno orificio foi fechado por uma microtela, viabilizando a troca
de ar com o meio e evitando a fuga dos acaros. Dez fémeas de idade desconhecida de
O. bursa foram colocadas em cada placa de Petri e estas foram fechadas com uma pelicula
de PVC transparente para evitar a fuga dos acaros. Para manutencdo da umidade, um
chumaco de algoddo umedecido foi colocado dentro de cada camara de fumigacao.

As doses de 5, 10, 15, 20 e 25ul. do o6leo essencial de L. sidoides foram
utilizadas, correspondendo as concentragdes de 2, 4, 6, 8 e 10ulL/L de ar por recipiente,
respectivamente. O 6leo essencial foi aplicado com pipeta automatica em tiras de papel filtro
com 5 x 2cm, que foram presas as superficies internas das tampas das camaras de
fumigacdo. As camaras de fumigacdo foram fechadas e mantidas em sala climatizada. Para o

controle nada foi aplicado.

A mortalidade dos acaros foi avaliada nos periodos de 12, 24, 48 e 72 horas apds
0 inicio da exposicdo. Os &caros que ndo apresentaram movimentos quando tocados com um
pincel de cerdas finas foram considerados mortos. Para cada concentracdo e tempo de
exposicdo trés repeticbes foram realizadas, sendo estas descartadas apds cada periodo de

tempo avaliado.

O teste de fumigacdo foi realizado apenas para o 6leo essencial de L. sidoides,

pois em estudos preliminares observou-se que o extrato liberava poucos vapores.

Analise estatistica

Os dados obtidos nos testes de repeléncia, fumigacdo e efeito residual foram
avaliados quanto a normalidade e submetidos a analise de variancia, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia, pelo programa Statistica,

versao 10.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Composi¢do quimica do 6leo essencial e do extrato etandlico

O oleo essencial de L. sidoides apresentou rendimento de 1,3%, cor parda e
aspecto fluido. Com a anélise por CG/EM foi possivel identificar 97,82% dos constituintes
do 6leo, sendo timol (84,9%), p-cimeno (5,33%) e etil-metil-carvacrol (3,01%) encontrados

em maiores propor¢des (Tabela 1).

Resultados semelhantes para 6leos volateis de L. sidoides foram apresentado por
Botelho et al. (2007); Camurca-Vasconcelos et al. (2007); Fontenelle et al. (2007); Monteiro
et al. (2007); Oliveira et al. (2009); Cavalcanti et al. (2010); Veras (2011) e Delfino (2012).
Girdo et al. (2003) e Fontenelle et al. (2007) demonstram que o teor de timol presente no 6leo
essencial das folhas de L. sidoides pode variar entre 34,2 a 95,1%. Segundo Lavabre (1992)
essa variacdo do teor de constituintes quimicos no 0leo essencial pode sofrer influéncia das
condicdes do tipo de solo, clima, horario e época do ano de colheita e do processamento pos-

colheita.

Segundo Adamczyk et al. (2005) os componentes dos Gleos essenciais, tais
como timol, linalol, ou canfora tém sido altamente eficazes em controlar a Varroa destructor
(Acari: Mesostigmata) em colonia de abelhas. Novelino, Daemon e Soares (2007) afirmaram
que timol foi toxico para larvas de Boophilus microplus (Canestrini) (Acari: Ixodidae),
causando a morte de 65% destas, quando utilizado na forma de emulsdes em

dimetilsulfuxido aquoso a 1% ou solucdo aquosa, na concentracdo de 0,5% e 1,0%.

A andlise do extrato etandlico de folhas de L. sidoides apresentou rendimento de
37%. Com a analise fitoquimica identificou-se como constituintes majoritarios alcal6ides,

flavonas, flavondis, flavonondis e xantonas como observado na Tabela 2.

O fracionamento do extrato etandlico das folhas de L. sidoides foi isolado e
identificado o monoterpeno carvacrol (MACAMBIRA, 1988). Resultados diferentes foram
encontrados por Almeida et al. (2010) quando dihidrochalconas, flavondides, naringenina e
tecomaquinona foram relatados como constituintes majoritarios do extrato etandlico de L.

sidoides.

65



Efeito repelente

O 0Oleo essencial de L. sidoides mostrou-se repelente para O. bursa em todas as
concentracdes testadas até 24 horas apds sua aplicacdo (Tabela 3). O 6leo ainda permaneceu
repelindo o &caro nas duas maiores concentracdes testadas em 48 horas ap06s sua aplicagéo.
Os resultados sugerem que o 6leo essencial de L. sidoides é repelente para O. bursa e,
provavelmente, pode ser degradado rapidamente no meio, apresentando assim um baixo

afeito residual.

Segundo Delfino (2012), o 6leo essencial de L. sidoides apresentou efeito
repelente para Tetranychus urticae Koch em todas as concentracGes de intervalos de tempo
avaliados. No entanto, a mesma autora observou que para Tetranychus evansi Baker &

Pritchard Tetranychus o 6leo foi neutro.

O timol, constituinte majoritario do 6leo essencial de L. sidoides pode ter sido o
responsavel pelo efeito repelente, segundo Novelino, Daemon e Soares (2007) timol, mentol,
acido salicilico e salicilato de metila foram repelente para larvas de B. microplus quando
utilizados como emulsdes em dimetilsulfuxido aquoso a 1% ou solucdo aquosa, na

concentracédo de 0,5% e 1,0% .

O extrato etandlico comportou-se como neutro para O. bursa na maioria das
concentracdes e periodos observados (Tabela 4). Os resultados indicam que O. bursa

manteve-se indiferente por permanecer na area tratada ou ndo com o extrato.

Efeito residual

Os indices de mortalidade de O. bursa, pela acdo residual do 6leo essencial de
L. sidoides e Vertimec® expressos em percentuais estd representados na Tabela 5. A
mortalidade média causada pelas diferentes concentracBes nao diferiu significativamente
dentro do mesmo periodo. No entanto, considerando cada concentracdo nos diferentes
periodos de avaliacdo houve diferenca significativa entre as medias de mortalidade nas

concentracgdes de 0,25 e 0,75% e os demais tratamentos.
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N&o houve diferenca significativa na mortalidade de O. bursa submetido a acdo
residual do extrato etandlico de L. sidoides em diferentes concentragdes e Vertimec® em
diferentes periodos de exposicao (Tabela 6).

Efeito fumigante

Os vapores do 0Oleo de L. sidoides provocaram mortalidade significativa em
O. bursa, qunado comparados com o controle a partir do periodo de exposi¢do de 24 horas
nas diferentes concentracdes caracterizando o 6leo como toxico (Tabela 7). O 6leo de L.
sidoides nas concentracOes de 8 e 10uL por litro apresentou um potente efeito fumigante,
matando todos os acaros em teste apds 72 horas de exposicdo. Em 24 horas o 6leo causou
mortalidade do acaro superior a 63% na concentracao de 10pL.

Em estudos desenvolvidos por Cavalcanti et al. (2010) e por Delfino (2012) foi
possivel demonstrar que a taxa de mortalidade do T. urticae foi diretamente proporcional a
concentracdo do Gleo essencial desta planta. Segundo Delfino (2012), os vapores do 6leo de
L. sidoides foram toxicos a T. evansi e T. urticae provocando mortalidade de 100% em todos
os intervalos de tempo e concentracGes avaliados. Estes autores ainda afirmaram que o 0leo
essencial de L. sidoide constitui uma rica fonte de compostos bioativos, é biodegradavel,
atoxico para o homem, e potencialmente adequados para utilizacgdo em controle de pragas.
No entanto, o uso de Oleos essenciais no controle de pragas pode também ser um fator

limitante, pois depende da disponibilidade da planta e o do rendimento do éleo.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo o Oleo essencial de
L. sidoides demonstrou sinergismo, apresentando efeito tdxico, principalmente por
fumigacao, e efeito repelente sobre O. bursa, evidenciando, assim, potencialidade para ser

utilizado como acaricida botanico.
CONCLUSOES

e O Oleo essencial de Lippia sidoides apresentou o timol, p-cimeno e etil-metil-

carvacrol.
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Extrato etandlico de folhas de Lippia sidoides teve como constituintes majoritarios:

alcaldides, flavonas, flavondis, flavonondis e xantonas;
Oleo essencial de Lippia sidoides repeliu e foi toxico para Ornithonyssus bursa;

Extrato etandlico de Lippia sidoides ndo interferiu no comportamento de
Ornithonyssus bursa, tendo o &caro optando aleatoriamente por a area tratada ou ndo

com o extrato.
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Tabela 1. Composicdo quimica do Oleo essencial de folhas frescas de Lippia
sidoides.

Componentes Tr (min)® IKP (%)
Timol 11,8 1288 84,9
p-cimeno 4,2 1020 5,33
etil-metil-carvacrol 9,7 1164 3,01
1,8-cineol 4.4 1031 1,68
y-terpineno 5,0 1060 1,32
R-cariofileno 15,1 1418 1,17
Carvacrol 12,9 1292 0,41
Total identificado 97,82

*Tempo de retencéo; "Indice de retencdo (indices de kovats) experimental relativo:
n-alcanos foram usados como pontos de referencias nos célculos dos indices de
retencao.

Tabela 2. Resultados da triagem fitoquimica do extrato etanolico de folhas frescas
da espécie Lippia sidoides

Constituintes Extrato etandlico
Alcalbides *
Taninos *
Fendis *

+

Flavonas, Flavonois, Flavonondis Xantonas,
Chalconas, Auronas

Leucoantocianidinas

Catequinas

Flavanonas *

Legenda: + = presenca; - = auséncia.



Tabela 3. Repeléncia causada pelo 6leo essencial de Lippia sidoides sobre Ornithonyssus bursa
nos diferentes intervalos de tempo avaliados sob temperatura de 25 = 0,5°C; umidade relativa do
ar de 70 + 6% e fotoperiodo de 12/12h.

Tempo em Concentragoes % de acaros IR + DP Classificacéo
horas (%) repelidos

08 1,00 82aA 0,2+04 Repelente
0,75 78aA 0,0+£0,9 Repelente
0,50 78aA 04+0,2 Repelente
0,25 66aA 0,6 +0,3 Repelente

24 1,00 72aA 0,6 +0,3 Repelente
0,75 98bA 0,0+£0,1 Repelente
0,50 74aA 0,6 +0,2 Repelente
0,25 72aA 04+0,3 Repelente

48 1,00 76aA 04+0,3 Repelente
0,75 88aA 0,0+£0,3 Repelente
0,50 60aA 0,8+0,3 Neutro
0,25 64aA 0,6+0,4 Neutro

72 1,00 60aA 1,0+£04 Neutro
0,75 58aA 0,6 +0,4 Repelente
0,50 54aA 1,0 £0,2 Neutro
0,25 40aA 1,2+0,1 Atraente

‘Indice de repeléncia + Desvio padrdo; Médias dentro do mesmo intervalo de tempo seguidas da
mesma letra minascula e médias de mesma concentracdo seguidas de mesma letra maiuscula, nao
Jiferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Repeléncia causada pelo extrato etandlico de Lippia sidoides sobre Ornithonyssus bursa
10s diferentes intervalos de tempo avaliados sob temperatura de 25 + 0,5°C; umidade relativa do ar de
70 + 6% e fotoperiodo de 12/12h.

Tempo em horas Concentragoes % de acaros IR + DP* Classificagéo

(%) repelidos

08 1,00 70aA 04+04 Repelente
0,75 66aA 0,8+0,3 Neutro
0,50 68aA 0,6 +0,3 Repelente
0,25 52aA 1,0+£0,2 Neutro

24 1,00 60aA 1,0+£0,3 Neutro
0,75 58bA 0,6 £0,5 Neutro
0,50 54aA 1,0+£0,3 Neutro
0,25 40aA 1,2+0,3 Neutro

48 1,00 66aA 06+0,1 Repelente
0,75 54aA 0,8+0,6 Neutro
0,50 78aA 0,4+0,2 Repelente
0,25 66aA 0,6 +0,2 Repelente

72 1,00 60aA 1,0+£04 Neutro
0,75 58aA 0,6 +£04 Repelente
0,50 54aA 1,0 £0,2 Neutro
0,25 40aA 1,2+£0,1 Atraente

'Indice de repeléncia + Desvio padrdo; Médias dentro do mesmo intervalo de tempo seguidas
da mesma letra minuscula e médias de mesma concentracdo seguidas de mesma letra maidscula,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Mortalidade de Ornithonyssus bursa submetidos a acdo residual do 6leo essencial
de Lippia sidoides em diferentes concentracGes e periodos de exposi¢do sob temperatura de
25 £ 0,5°C, umidade relativa do ar de 70 + 6% e fotoperiodo de 12/12h.

% Médias de mortalidade (%) + EP’
Concentracoes

12 h 24 h 48 h 72 h
Etanol 6,6 £ 0,3 aA 3,3+x0,3aA 0,0+x0,0aA 3,3x0,3aA
0,25 0,0x0,0 aA 0,0£0,0aA 0,0+0,0 aA 33,3+0,7aB
0,50 1000x1,0aA 6,6x0,7aA 3,3+x0,3aA 30,0 £0,6 aA
0,75 6,6 £0,3aAB 0,0+0,0aA 10,0+ 0,6 aAB 30,0+1,0aB
1,00 0,0+0,0aA 3,3+x0,3aA 0,0+x0,0aA 20,0+ 1,0aA
Vertimec® 0,0+ 0,0 aA 0,0+ 0,0 aA 3,3+0,3aA 6,6 £ 0,3 aA

"Mortalidade + Erro padrédo. Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mesma
letra mailscula na linha, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Tabela 6. Mortalidade de Ornithonyssus bursa submetidos a agdo residual do extrato
etanolico de Lippia sidoides em diferentes concentracdes e periodos de exposicdo sob

temperatura de 25 £ 0,5°C, umidade relativa do ar de 70 + 6% e fotoperiodo de 12/12h.

%

Médias de mortalidade (%) + EP’

Concentracdes
12 h 24 h 48 h 72 h

Agua 0,0+0,0aA 6,6 £ 0,3 aA 10,0+ 0,6 aA 10,0+ 0,0 aA
0,25 0,0+x0,0 aA 10,0x0,6 aA 20,0+1,3aA 30,0x21aA
0,50 0,0+0,0aA 6,6 £ 0,3 aA 20,0+1,0aA 16,0+0,3aA
0,75 3,3x0,3aA 13,0+ 0,9 aA 36,6+12aA 10,0+0,0aA
1,00 3,3x0,3aA 10,0 £ 0,6 aA 26,3+0,3aA 30,0x1,2aA
Vertimec® 0,0+ 0,0 aA 10,0 £ 0,0 aA 30,3+1,7aA 46,0 £2,3aA

"Mortalidade + Erro padrdo. Médias seguidas da mesma letra mindscula na mesma coluna e
mesma letra maitscula na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Tabela 7. Mortalidade média de Ornithonyssus bursa pela acdo fumigante do 6leo essencial
de Lippia sidoides em quatro intervalos de tempo sob temperatura de 25 + 0,5°C, umidade
relativa do ar de 70 *+ 6% e fotoperiodo de 12/12h.

Concentracdes Médias de mortalidade (%) + EP’
WL/L de ar
12 h 24 h 48 h 72 h
0,0 13,3 +0,3aA 6,6 +0,7 aA 33+x03aA 233x19aA
0,8 20,0 +0,6aA 50,0 +2,0abAB 50,0+ 1,0bAB 86,8 +0,4bB
2,0 26,6 +0,7aA 40,0+x0,0abAB 533+0,7bB  90,0+0,6 bC
4,0 13,3+0,9aA 46,6 £0,3abAB 60,0+0,6 bBC 90,0+1,0bC
6,0 333+18aA 56,6+15abAB 73,3+0,3bAB 96,6 +0,3bB
8,0 433+15aA 46,6 +0,7abA 70,0+1,0bAB 100,0+0,0bB
10,0 46,6 +1,3aA  63,3+0,7bAB  70,0%1,0bAB 100,0+0,0bB

"Mortalidade + Erro padrdo. Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna e mesma
letra maitscula na linha, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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CAPITULO 5

POTENCIAL ACARICIDA DO EXTRATO ETANOLICO DE Momordica charantia L.
(CUCURBITACEAE) SOBRE Ornithonyssus bursa (BERLESE)
(ACARI: DERMANYSSIDAE)
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POTENCIAL ACARICIDA DO EXTRATO ETANOLICO DE Momordica charantia L.
(CUCURBITACEAE) SOBRE Ornithonyssus bursa (BERLESE)
(ACARI: DERMANYSSIDAE)

RESUMO

Criag0es intensivas de aves, apesar de vantajosa, favoreceram instalacfes e desenvolvimento
de inimeros artrépodes indesejaveis, dentre eles os &caros hemat6fagos. Ornithonyssus bursa
(Berlese) é um &caro da familia Dermanyssidae, muito comum na Regido Nordeste, onde é
conhecido por pichilinga. Populacdes desses acaros tém apresentado resisténcia aos produtos
quimicos sintéticos utilizados em seu controle, através deste objetivou-se verificar a
composicdo quimica e atividade acaricida do extrato etandlico de Momordica charantia L.
(Cucurbitaceae) sobre O. bursa. O extrato etanolico e sua analise quimica foram obtidos no
Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais — LPPN da Universidade Regional do Cariri -
URCA. Testes de repeléncia e efeito residual do extrato sobre o &caro foram realizados no
Laboratorio de Zoologia de Invertebrados — LZI da URCA. O extrato etandlico de
M. charantia revelou como constituintes quimicos auronas, catequinas, chalconas, flavonas,
flavonois, flavonondis, flavonononas, leucoantocianidinas e xantonas. O extrato etanolico de
M. charantia foi toxico para O. bursa na concentracao de 0,75% nos periodos de exposicéo de
24 e 48 horas.

PALAVRAS-CHAVE: Momordica charantia, avicultura, acaricidas botanicos.
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POTENCIAL ACARICIDA DO EXTRATO ETANOLICO DE Momordica charantia L.
(CUCURBITACEAE) SOBRE Ornithonyssus bursa (BERLESE)
(ACARI: DERMANYSSIDAE)

INTRODUCAO

Ornithonyssus bursa (Berlese) é um acaro hematéfago da familia
Dermanyssidae, conhecido como &caro tropical da galinha ou erroneamente como piolho de
galinha. Distribui-se pelas regifes tropicais e subtropicais e € um parasito externo de aves
domésticas e silvestres, vivendo, principalmente, no interior do material em nidificacdo das
aves. No Nordeste do Brasil é conhecido como “pichilinga” (FURTADO, 2012%). Ao se
alimentar provoca danos teciduais locais e transferéncia de toxinas ou patdgenos através da
saliva (BURTT Jr. et al., 1991; WALTER; PROCTOR, 1999; WIKEL; ALARCON-
CHAIDEZ, 2001). Por se tratar de um dos principais &caros que parasitam galinhas
poedeiras criadas em sistema de confinamento, o seu controle representa um grande desafio
aos produtores devido a acdo de acaricidas sintéticos que pode resultar no desenvolvimento
de populaces resistentes desses acaros a tais produtos (NORDENFORS et al., 2001). Tucci
et al. (1997) afirmaram que na avicultura de postura, os riscos de contamina¢éo dos ovos por
substancias quimicas sao elevados. O uso de acaricidas sintéticos podem ainda promover a
presenca de residuos nos alimentos produzidos e efeitos ambientais indesejaveis (DALTON;
MULCABY, 2001).

Buscas por métodos alternativos para o controle de &caros tem sido uma
constante em todo o mundo. Os acaricidas de origem vegetal tém sido pesquisados e podem
ser usados em diversas formas, sendo o0s extratos e Oleos essenciais mais utilizadas
(DELFINO, 2012). Nesse contexto, Momordica charantia L. é uma planta da familia
Cucurbitaceae, que tem sido investigada no controle do é&caro da sarna humana,
Sarcopes scabiei (L.) var. homini, na india (SHABBIR et al., 2001). Ha relatos, de pequenos
criadores de aves no Cariri cearense, de que ninhos para galinhas feitos com M. charantia

reduzem infestagdes por “pichilingas”.

'FURTADO, I.P. Universidade Regional do Cariri -URCA. Comunicacdo pessoal
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Conhecida popularmente como meldo de Sdo Caetano, M. charantia € originaria
da Asia, de onde foi disseminada para muitas regides de clima tropical e subtropical
(LORENZI, 2000). Sua introdugdo no Brasil ocorreu a partir da Africa, sendo considerada
uma planta infestante e tornando-se bastante comum em terrenos abandonados, pomares,
hortas, cafezais, sobre cercas e alambrados, apresentando-se muito bem climatizada do sul
até o nordeste (PEREIRA, 2006; LORENZI, 2000). Devido a grande ocorréncia de
M. charantia na regido do Cariri cearense, no presente estudo, teve-se como objetivo avaliar
o efeito repelente e a toxicidade do extrato etandlico dessa planta sobre O. bursa,

investigando-se assim, o seu potencial de uso como acaricida boténico.

MATERIAL E METODOS
Obtencédo e manutencgao dos acaros

Amostras de O. bursa foram coletadas em uma criacdo de aves de postura, no
municipio de Crato-CE (Brasil), nas coordenadas geograficas 7°14°S e 39°25°W durante o
més de outubro de 2010. Para a técnica de coleta, retangulos de tecido foram espalhados
proximos aos ninhos das aves, onde permaneceram por aproximadamente 24 horas, em
seguida foram recolhidos e acondicionados em sacos plasticos bem vedados para evitar fuga
do acaro. Posteriormente, os retangulos de tecido com os espécies foram conduzidos ao
Laboratorio de Zoologia de Invertebrados (LZI) da Universidade Regional do Cariri
(URCA). Para extrair os acaros, os retangulos de tecido foram colocados no interior de um
funil extrator de formas moveis de Berlese-Tullgren. Sob o diametro inferior do funil,
arenas de criacdo adaptadas daquelas descritas por McMurtry e Scriven (1965) foram
colocadas. Cada arena consistiu em um deposito plastico (53 x 37 x 8 cm), no interior, um
retangulo de polietileno® expandido (35 x 25 x 2cm) encharcado com agua destilada, sobre
o qual, um retangulo de plaviflex® (21 x 12 x 1cm) foi depositado. O retangulo de paviflex®
foi contornado por tiras de algodao hidréfilo umedecidas, para evitar a fuga dos acaros. No
interior de cada arena, sobre o retangulo de paviflex®, fibras de algodao foram depositadas.
Sobre as fibras de algoddo foram depositados pequenos retangulos de plastico preto, que

serviram como abrigos para 0s acaros. As arenas foram mantidas em temperatura ambiente.
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Parte dos acaros foi utilizada pra os bioensaios e uma pequena amostra foi montada em para

microscopia com meio de Hoyer para posterior identificacdo.
Material vegetal

Folhas de M. charantia foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Regional do Cariri — URCA (07°14’S e 39°25°W), campus Pimenta, municipio
de Crato, de abril a maio de 2011, durante o periodo da manhd. Uma exsicata para a
certificacdo da espécie foi montada e depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade
Lima (HCDAL) do Departamento de Biologia da Universidade Regional do Cariri -URCA
sob 0 numero 6918.

Obtencéo do extrato de M. charantia

A obtencdo do extrato etandlico seguiu a metodologia descrita por Matos (1997),
sendo realizada no Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais — LPPN da Universidade
Regional do Cariri — URCA. Utilizou-se 166g das folhas frescas da amostra acrescida de 2L
de alcool etilico completando submersdo das mesmas. Para extracdo a mistura foi deixada
em repouso por 72 h, depois filtrada com uma gaze e concentrada em rota-evaporador
obtendo-se um material viscoso. Para conclusdo do processo de extracdo, o material obtido
foi acondicionado em frasco de vidro e mantido em banho-maria para concentracdo do

extrato.

Analise da composic¢ao quimica do extrato de M. charantia

Para determinacdo das principais classes de metabdlitos secundarios presentes no
extrato de folhas de M. charantia, a triagem fitoquimica foi realizada, de acordo com o

método colorimétrico proposto por Matos (1997).

Bioensaios

Todos os bioensaios foram realizados no LZI/URCA e mantidos em sala
climatizada com temperatura de 25 + 0,5°C; umidade relativa do ar de 70 + 6% e fotoperiodo

de 12/12h.
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Teste de repeléncia

O método utilizado para o teste de repeléncia foi adaptado de Kogan e Goeden
(1970), este consistiu na confeccdo de unidades experimentais a partir de placas de Petri
com 9 cm de didmetro com um disco de papel filtro saturado em &gua destilada, sobre o
qual foi depositado um outro disco de papel filtro, dividido em trés areas, duas areas laterais
de mesmo tamanho e uma faixa central de 0,5cm de largura. Uma das areas laterais foi
tratada com a solucdo aquosa do extrato etandlico de M. charantia nas concentracdes de
0,25; 0,50; 0,75 e 1% e a outra, usada como controle, foi imersa apenas em agua que foi
utilizado como solvente para o extrato. A faixa central constituiu-se em uma area neutra,
onde nada foi aplicado. Posteriormente, os discos de papel filtro tratados permaneceram por
cinco minutos sob temperatura ambiente, para permitir a evaporacao do solvente. Cada placa
foi considerada uma unidade experimental. Na faixa neutra de cada unidade experimental,
dez fémeas ingurgitadas de O. bursa foram liberadas. Em seguida as unidades experimentais
foram fechadas com pelicula de PVC transparente e mantidas em sala climatizada. Cinco
repeticdes foram feitas para cada concentracdo, totalizando 50 acaros por tratamento. As
avaliacGes foram realizadas 10, 30 minutos, 1, 2, 4, 8 e 24 horas ap0s a liberacdo das
fémeas, contando-se 0 nimero de acaros presentes em cada area da unidade experimental.
Acaros encontrados na faixa neutra, durante as avaliacbes foram considerados atraidos ou

repelidos conforme sua proximidade com o controle ou com o tratamento.

Os indices de Repeléncia (IR) foram calculado pela férmula IR=2G/(G+P),
proposta por Kogan e Goeden (1970), onde G é nimero de acaros que se dirigiram para o
tratamento e P € numero de acaros no controle. O intervalo de confianca, utilizado para
considerar se as diferentes concentracGes do extrato foram ou ndo repelentes, foi obtido a
partir da média dos IR calculados e seu respectivo desvio padrdo (DP). A interpretacdo dos
resultados deu-se da seguinte forma: nos casos em que a média do IR apresentou-se menor
que 1-DP, a concentracdo do extrato foi considerada repelente, nos casos em que a média do
IR foi maior que 1+DP, foi considerada atraente e quando a média do IR ficou entre o

intervalo 1-DP e 1+DP a concentracdo do extrato foi considerada neutra.
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Teste de efeito residual

O método utilizado para a avaliacdo do efeito residual do extrato etandlico de
M. charantia sobre O. bursa foi adaptado de Jeppson, Keifer e Baker (1975). Discos de
papel filtro, com 8,5cm de diametro foram imersos durante 5 segundos nas solugfes aquosas
do extrato etandlico de M. charantia nas concentracfes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1% para um
segundo tratamento foi aplicado o acaricida quimico Vertimec® e para o controle foi
aplicado &gua. Posteriormente, os discos foram mantidos sobre uma folha de papel filtro por

cinco minutos para secagem e evaporacao do solvente, a temperatura ambiente.

Depois de secos, cada disco foi colocado sobre um outro disco de papel filtro,
saturado por agua destilada, no interior de uma placa de Petri de 9cm de didmetro. Cada
placa foi considerada uma unidade experimental. Em seguida, 10 fémeas de idades
desconhecidas, do &caro avaliado, foram transferidas para cada unidade experimental
previamente preparada. As unidades experimentais foram fechadas com uma pelicula de

PVC transparente e mantidas em sala climatizada.

As avaliacdes foram feitas 12, 24, 48 e 72 horas apds de exposicdo das fémeas as
diferentes concentragdes do extrato. Os &caros que ndo se movimentaram quando tocados
com pincel de cerdas finas foram considerados mortos. Para cada concentracdo e tempo de
exposicdo foram realizadas trés repeticOes, sendo estas descartadas apds cada ciclo de

observacéo.

Analise estatistica

Os dados obtidos nos testes de repeléncia, fumigacdo e efeito residual foram
avaliados quanto a normalidade e submetidos a analise de variancia, as medias foram
comparadas pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia, pelo programa Statistica,

versao 10.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato etandlico de folhas de M. charantia apresentou um rendimento de

81,18% e em sua analise fitoquimica foram revelados auronas, catequinas, chalconas,
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flavonas, flavondis, flavonovdis, flavonononas, leucoantocianidinas e xantonas como

componentes majoritarios (Tabela 1).

Resultados obtidos por Rodrigues et al. (2010) demonstraram a presenca de
alcaldides, para extratos de M. charantia, sendo moderadamente positiva nas folhas “in
natura”, fracamente positiva no extrato hidrofilico e negativa no extrato lipofilico. Gomes et
al. (2011) avaliando o extrato etandlico da M. charantia obtiveram resultado positivo para a
presenca de leucoantocianidinas e catequinas e negativo para antocianinas e antocianidinas.
De acordo com Grover e Yadav (2004), revisando a acdo farmacoldgica e potenciais usos
biolégicos de M. charantia concluiram que os quimicos ativos incluem glicosideos,

saponinas, alcaldides, 6leos ndo volateis, triterpenos, proteinas e esterdides.

Efeito repelente

O extrato etanolico de M. charantia manteve-se neutro para O. bursa para as
doses e intervalos de tempo avaliados. Demonstrando resultados aleatérios ndo compativeis

com o objetivo do trabalho.

Efeito residual

O nivel de mortalidade do O. bursa expressa em percentuais pela acdo residual
de M. charantia estdo representados na Tabela 3. Obteve-se acdo acaricida durante 48 horas
do contato dos acaros com os discos de papel tratados com o extrato de M. charantia na
concentracdo de 0,75%, diferindo significativamente do controle e dos demais tratamentos

em quase todos os periodos avaliados.

N&o ha referencia na literatura relacionada ao poder repelente e/ou acaricida do
extrato de M. charantia para controle do O. bursa. Quanto ao efeito do extrato de
M. charantia em parasitas de importancia veterinaria, estudos realizados por Mansingh e
Willians (1998) demonstraram 71% de eficacia do extrato etandlico de folhas de M. charantia
provenientes da Jamaica a 10% sob fémeas ingurgitadas do carrapato bovino

Boophilus microplus (Canestrini). Segundo Panizzi e Parra (1991) algumas plantas da familia
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Cucurbitaceae produzem compostos secundarios denominados cucurbitacinas que ja se

demonstraram tdxicas ao acaro fitéfago Tetranychus urticae Koch.

Hilje (2002) avaliou extratos metandlicos de folhas de M. charantia no controle
da mosca branca, Bemisia tabaci Genn. e verificou que em altas concentracGes (5, 10 e 15
mg/L) apresentam um forte efeito repelente sobre os insetos, porem ndo 0s mata

imediatamente, sobrevivendo este ao tratamento.

Com base nos resultados obtidos o extrato etandlico de M. charantia ndo
apresentou efeito no comportamento de O. bursa. A escolha do acaro por a area tratada ou
ndo, foi aleatéria. O extrato etandlico de M. charantia ainda apresentou um baixo efeito

residual.

CONCLUSOES

« O extrato etandlico de Momordica charantia revelou como componentes
majoritarios flavonas, flavondis, xantonas, chalconas, auronas, flavonovais,

flavonononas, leucoantocianidinas e catequinas.

« Extrato etanolico de Momordica charantia apresentou um baixo efeito residual e ndo

interferiu no comportamento de O. bursa.
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Tabela 1. Triagem fitoquimica em folhas frescas da espécies Momordica charantia L.

Constituintes Extrato etandlico

Alcal6ides

Taninos

Fendis

Antocianinas e Antocianidinas

Flavonas, Flavonois, Xantonas, Flavonondis
Chalconas, Auronas

Leucoantocianidinas

Catequinas

Flavanonas

+ + 4+ + 4+ + + +

Composto quimico presente sinal + e ausente sinal -.
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Tabela 2. Repeléncia causada pelo extrato etandlico de Momordica charantia sobre
Ornithonyssus bursa nos diferentes intervalos de tempo avaliados sob temperatura de 25
+ 0,5°C; umidade relativa do ar de 70 £+ 6% e fotoperiodo de 12/12h.

Intervalo de Concentracao % de acaros IR +DP'  Classificacéo
tempo repelidos

08h 1,00 46,0aA 1,00+0,2 Neutro
0,75 38,0aA 1,40 £ 0,3 Atraente
0,50 54,0aA 0,80+0,5 Neutro
0,25 32,0aAB 1,40+ 0,4 Neutro

24 h 1,00 36,0bcA 1,20+ 0,2 Atraente
0,75 70,0aB 0,60 £0,2 Repelente
0,50 52,0abA 0,80+0,5 Neutro
0,25 24,0cB 1,60+ 0,1 Atraente

48 h 1,00 48,0aA 1,00+ 0,3 Neutro
0,75 76,0bB 0,40£0,2 Repelente
0,50 56,0abA 1,00+0,4 Neutro
0,25 44,0aAB 1,00 £ 0,2 Neutro

72 h 1,00 36,0aA 1,20+0,4 Neutro
0,75 56,0aAB 1,00 £0,3 Neutro
0,50 56,0aA 0,80 +0,2 Neutro
0,25 58,0aA 0,80+0/4 Neutro

'Indice de repeléncia + Desvio padrdo; Médias dentro do mesmo intervalo de tempo
seguidas da mesma letra minuscula e médias de mesma concentracdo seguidas de mesma
letra maidscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Mortalidade de Ornithonyssus bursa submetidos a acdo residual do extrato
etandlico de Momordica charantia em diferentes concentracdes e periodos de exposicao
sob temperatura de 25 + 0,5°C, umidade relativa do ar de 70 + 6% e fotoperiodo de

12/12h.
Mortalidade (%) + EP*
% 12h 24 h 48 h 72 h
Concentracao
Agua 0,0 £ 0,0aA 6,6 + 0,3aA 3,3+£0,33A 0,0 £ 0,0aA
0,25 0,0 £ 0,0aA 20,0 = 0,6abA 16,6 + 1,2aA 0,0 £ 0,0aA
0,50 0,0 £ 0,0aA 30,0 + 0,0abB 13,3+ 0,9aAB 3,3+ 0,3aA
0,75 3,3+ 0,3aA 33,0+ 0,3bAB 63,6 = 1,2bB 6,6 + 0,3aA
1,00 0,0 £ 0,0aA 33,0+ 0,7bB 23,3 £ 0,9abAB 0,0 £ 0,0aA
Vertimec® 0,0 £ 0,0aA 16,0 = 0,9abA 13,3+ 0,9aA 10,0 = 0,6aA

"Mortalidade + Erro padrdo. Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mesma letra maitscula na

linha, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com as exigéncias requeridas pelo mercado consumidor, grandes mudancgas nos
sistemas de producdo de aves e seus derivados estdo sendo implantadas. Dentre elas, adogéo
de medidas relacionadas a seguranca alimentar, com respeito ao meio ambiente e a0 homem.
Desta forma, surgem pesquisas na busca de um novo inventario de praticas agropecuérias
baseadas na sustentabilidade, destacando-se o controle de pragas com produtos extraidos de
plantas como alternativa aos quimicos sintéticos (OLIVEIRA et al., 2009).

Ornithonyssus bursa (Berlese) é um 4&caro hematdéfago da familia
Dermanyssidae e trata-se de um dos principais ectoparasitos que infestam galinhas poedeiras
criadas em sistema de confinamento. O controle de O. bursa representa um grande desafio
aos produtores, devido este depender principalmente da acdo de acaricidas sintéticos, que
pode resultar em desequilibrios ambientais, desenvolvimento de populacdes resistentes
desses &caros a tais acaricidas quimicos e intoxicacGes de produtores e consumidores de

produtos avicolas.

Novas substancias com potencialidade de uso como acaricida no controle
alternativo de O. bursa foram pesquisadas no presente estudo. Testes de repeléncia,
fumigantes e de efeito residual foram realizados em laboratorio para os 6leos essenciais de
Eugenia uniflora L. e Lippia sidoides Cham. e testes de repeléncia e de efeito residual foram
feitos para o extrato de L. sidoides e Momordica charantia L. Prospeccdo quimica para 0s

constituintes quimicos de tais produtos vegetais também foi realizada.

Concluiu-se que o 6leo essencial de folhas de E. uniflora apresentou como
componentes majoritarios os sesquiterpenos selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (52,05%) e epoxido
de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (47,95%). O Gleo essencial de folhas de E. uniflora também

apresentou baixa eficiéncia em controlar O. bursa.

O extrato etandlico de M. charantia apresentou toxicidade moderada sobre
O. bursa. Na analise fotoquimica foi possivel identificar a presenca dos componentes
majoritarios, auronas, catequinas, chalconas, flavonas, flavonoéis, flavonononas, flavononais,

leucoantocianidinas e xantonas.
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Resultados promissores foram obtidos com o 6leo essencial de L. sidoides, que
demonstrou potencial repelente sobre O. bursa. Na andlise por CG/EM foi possivel
identificar 97,82% dos constituintes desse dleo, sendo timol (84,9%), p-cimeno (5,3%) e
etil-metil-carvacrol (3,0%) encontrados em maiores proporcées. Provavelmente, o efeito
repelente do 6leo essencial de L. sidoides pode se atribuir ao timol, que foi seu constituinte
majoritario. O 6leo essencial de L. sidoides foi toxico para O. bursa. Menor eficiéncia, tanto
na acdo repelente como no efeito toxicolégico para o éacaro, foi observada para o extrato
etandlico de L. sidoides. Alcaloides, flavonas, flavondis, flavonondis e xantonas foram
revelados como compostos majoritarios para o extrato etandlico de L. sidoides em analise

fitoquimica.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o 6leo essencial de
L. sidoides repele e mata O. bursa e que 0s extratos etandlicos de L. sidoides e M. charantia
foram moderadamente toxicos para esse acaro. Os resultados aqui obtidos sugerem um
aprofundamento nas pesquisas em campo com o 6leo e o0 extrato de L. sidoides e com o
extrato de M. charantia, para indica-los como alternativa no controle de O. bursa, reduzindo
assim, os riscos de desequilibrios ambientais, intoxicacdo de produtores, bem como

contribuindo com a producado de produtos avicola livre de residuos toxicos.
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