107

AVALIACAO in vitro DO EXTRATO ALCOOLICO DA PROPOLIS PARA
O CONTROLE DO Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Fabiana Borges Padilha Ferreira'
Marllon Felipe Pereira!

Renan Vinicius Viana!

Leticia Ferarrese?

Juliana de Almeida Cerquetani’
Odair Alberton*

Claudicéia Risso Pascotto*

Zilda Cristiani Gazim'*"

FERREIRA, F. B. P.; PEREIRA, M. F.; VIANA, R. V.; FERARRESE, L.; CERQUETANI, J. A.; ALBERTON, O.; PASCOT-
TO, C. R.; GAZIM, Z. C. Avaliagdo in vitro do extrato alcodlico da prépolis para o controle do Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Arq. Ciénc. Vet. Zool. UNIPAR, Umuarama, v. 16, n. 2, p. 107-112, jul./dez. 2013

RESUMO: Prépolis € uma substancia resinosa obtida pelas abelhas de diversas partes da planta e vem sendo utilizada desde
a antiguidade devido seu amplo espectro de atividade biologica. A infestagdo em animais de grande porte por Rhipicephalus
(Boophilus) microplus ¢ uma problematica nos dias atuais, em que se utiliza para sua eliminacdo medicamentos que causam a
contaminag¢do do animal, e dos seus subprodutos. O presente trabalho teve por objetivo avaliar in vitro a atividade do extrato
alcoolico da propolis no combate ao carrapato da espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus em vacas leiteiras da raga
holandesa pertencentes a uma propriedade rural no municipio de Icaraima- Parana. O experimento foi inteiramente casualisa-
do, os testes consistiram na comparagao da postura e eclosdo dos ovos de animais tratados com extrato alcodlico de prépolis
nas concentra¢des de 50%, 25%, 12,5% e 6,25%, no qual a concentracao de 50% foi a mais eficiente, obtendo uma margem
de 99,10% de eficacia; enquanto as concentracdes de 25%, 12,5% e 6,25%, obtiveram uma eficacia de 73,53%, 77,07% e
50,93% respectivamente. Os resultados mostraram uma maior sensibilidade dos carrapatos a concentragdes mais elevadas. A
propolis pode ser uma opgao

de tratamento, podendo ser utilizado como uma fonte para atividade carrapaticida devido as suas inimeras substancias fun-
cionais.

PALAVRAS CHAVE: Acaricida. Carrapato. Ixodidae. Propolis. Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

AN in vitro ASSESSMENT OF THE ALCOHOLIC EXTRACT IN PROPOLIS FOR THE CONTROL OF
Rhipicephalus (Boophilus) microplus

ABSTRACT: Propolis is a resinous substance obtained by bees from several parts of the plants and it has been used since
ancient times due to its broad biological activity spectrum. Large-sized animals infested with Rhipicephalus (Boophilus)
microplus are nowadays considered a problem, and in order to eliminate the infestation, medicines and byproducts are used,
which can cause animal contamination. The present study has the purpose of evaluating the in vitro activity of the alcohol
extract in propolis in combating ticks from Rhipicephalus (Boophilus) microplus species in Holstein cows belonging to a
small farm in Icaraima- Parand. The experiment was completely randomized, the assays consisted in the comparison of the
laying and hatching of eggs in animals treated with the alcoholic extract from propolis in the concentrations of 50%, 25%,
12. 5% and 6.25%. The concentration of 50% was the most efficient, yielding a margin of 99.10% efficiency. Meanwhile, the
concentrations of 25%, 12,5% and 6.25%, had an efficiency of 73.53%, 77.07% and 50.93%, respectively. The results showed
a greater sensitivity of ticks to the higher concentrations. Propolis, therefore, can be an treatment option, and can be used as
a source of acaricide activity because of its several functional substances.

KEYWORDS: Acaricidal. Tick. Ixodidae. Propolis. Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

EVALUACION in vitro DE EXTRACTO ALCOHOLICO DE PROPOLEOS PARA EL CONTROL DEL
Rhipicephalus (Boophilus) microplus

RESUMEN: Propdleos es una sustancia resinosa obtenida por las abejas a partir de diferentes partes de la planta y se ha uti-
lizado desde la antigiiedad debido a su amplio espectro de actividad bioldgica. La infestacion en animales de gran porte por
Rhipicephalus (Boophilus) microplus es un problema hoy en dia, porque el tratamiento consiste en el uso de medicamentos
que causan la contaminacién del animal, y de sus derivados. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad in vitro
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del extracto alcoholico de propoleos para combatir la especie de garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus en vacas
lecheras de la raza holandesa pertenecientes e una propiedad rural en el municipio de Icaraima-Parana. El experimento fue
totalmente aleatorizado, pruebas consistieron en la comparacion de la postura y eclosion de los huevos de animales tratados
con extracto alcohodlico de propoleos en concentraciones de 50%, 25%, 12. 5%y 6,25%, donde la concentracion de 50% fue
la mas eficiente, obteniendo un margen de 99,10% de eficacia; mientras que las concentraciones de 25%, 12,5% y 6,25%,
alcanzaron una eficacia de 73,53%, 77,07% y 50 93%, respectivamente. Los resultados mostraron mayor sensibilidad de las
garrapatas a concentraciones mas elevadas. Propoleos puede ser una opcion de tratamiento, pudiendo ser utilizado como una
fuente para actividad acaricida debido a sus numerosas sustancias funcionales.

PALABRAS CLAVE: Acaricida. Garrapata. Ixodidae. Propdleos. Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Introducao

A propolis é uma resina natural, produzida pelas
abelhas Apis mellifera L., de diversas partes da planta como
broto, botdes e flores das arvores para fazer a vedacdo de
sua colmeia contra a entrada de agua, e possiveis predadores
como formigas (LONGHINI et al., 2007) e vem sendo utili-
zada desde a antiguidade pela medicina tradicional, devido
seu amplo espectro de atividade biologica (VARGAS et al.,
2004; BURDOCK et al., 1998).

Sua composi¢do quimica é bastante complexa e
variada, sendo dependente do local da coleta e da espécie
de planta utilizada pelas abelhas na sua formacgéo. Ja foram
identificados mais de 200 componentes em amostras de pro-
polis de origens diferentes, entre esses, vitaminas, sais mine-
rais, acidos graxos e fenolicos, ésteres, ésteres fendlicos, fla-
vonodides (flavonas, flavanonas, flavondis, di-hidroflavonois,
etc.), alcoodis aromaticos e ésteres, ceras, polen, substancias
volateis, terpenos, beta-esterioides, aldeidos, sesquiterpe-
nos, naftaleno e substancias desconhecidas (CASTRO et al.,
2007; MARCUCCI et al., 1996; BURDOCK et al., 1998;
MELLO et al., 2010). O composto que mais se destaca sdo
os flavonoides, por ser responsavel pelas agdes anti-inflama-
toria, antimicrobiana e antifingica (LONGHINI et al., 2007).

Muitos extratos da propolis vém sendo estudados
em diferentes situagdes como cardioprotetores, no tratamen-
to de reumatismo (LUSTOSA et al., 2008) como agente an-
tiparasitario (MOURA et al., 1998), em ferimentos da pele
(BARBOSA et al., 2009) como agente antisséptico bucais
(SIMOES et al., 2008) anti-inflamatério, antimicrobiano
(FERNANDES JUNIOR et al., 2006) e em doengas pulmo-
nares cronicas ndo especificas (MASTEROV; NERSESIAN,
1995).

Bianchini e Bedendo (1998) utilizaram extrato de
propolis contra bactérias fitopatogénicas e obteve resultado
significativo a uma concentrac¢do de 10%. Saeki et al. (2011)
utilizaram extrato alcodlico de propolis sobre Staphylococ-
cus aureus de animais portadores de mastite e obtiveram re-
sultados significativos acima de 90%.

No Brasil, a principal espécie de carrapato que com-
promete a produtividade da pecudaria bovina é o Rhipicepha-
lus (Boophilus) microplus. Os prejuizos econdmicos causa-
dos por esse acaro a pecuaria sul-americana sdo estimados
em mais de 80% do rebanho bovino (SILVA et al., 2005),
principalmente pelo hematofagismo que pode comprometer
a produg@o da carne (SILVA et al., 2007). Segundo dados
divulgados por Saueressig (2006), a infestagdo por este ec-
toparasita ocasiona diminui¢do da producdo de leite, reduz
a natalidade, ocasiona perda de peso além de gastos com a
mao de obra.

Esta espécie apresenta, no seu ciclo biologico, duas

fases: uma parasitaria e outra de vida livre. A primeira, dura,
em média, 22 dias e se caracteriza por apresentar evolugdes
morfologicas sobre o hospedeiro, em que sdo discerniveis os
estadios de larvas, ninfas e adultos (SANTOS; FURLONG,
2002). O tempo de vida livre do carrapato gira em torno de
28 a 51 dias, podendo se estender a mais de 300 dias. A fase
de vida livre sofre interferéncias climaticas, trazendo altera-
¢des nos seus periodos que sdo especialmente afetadas pela
umidade e temperatura (ROCHA, 1999).

No controle e eliminagdo do R. (B.) microplus,
utiliza-se carrapaticidas toxicos ao ser humano, que podem
causar a contaminagdo da carne e do leite, se ndo utilizados
corretamente (ZHOU et al., 2011), além de desenvolver re-
sisténcia acelerada ao principio ativo desses carrapaticidas,
por subdosagem, preparo inadequado, aplicagdo mal feita,
fazendo com que o carrapato ndo morra apds contato com o
produto; cada vez que os carrapatos sobrevivem a uma apli-
cacdo de carrapaticida, eles transmitem as geragdes seguintes
resisténcia ao principio ativo (BROGLIO-MICHELETTI et
al., 2009), e necessitara de uma dose mais forte que a inicial
ou um novo produto. Além disso, observa-se cada vez mais
a procura por habitos de vida e alimentares mais saudaveis,
fazendo com que a propolis seja uma opgdo de tratamento,
por ndo ser toxica e por ser de facil uso e obtengao (MELLO
etal., 2010).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo, avaliar
in vitro a atividade do extrato alcoolico da propolis no com-
bate ao carrapato da espécie R. (B.) microplus, nas concentra-
¢oes: 50; 25; 12,5 ¢ 6,25%.

Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado nos laboratoério de
Farmacotécnica e Farmacognosia, onde foi preparado o ex-
trato alcoolico da propolis, e no laboratoério de Parasitologia,
onde foram realizados os testes, ambos os ambientes perten-
centes ao campus sede da UNIPAR - Universidade Paranaen-
se, localizada no municipio de Umuarama - Parana.

Obtencéo da Prépolis

A propolis foi coletada da colmeia de abelhas Apis
mellifera L., em uma reserva do parque nacional da Ilha
Grande nas coordenadas 23°40°25”’S; 53°58°47”W, localiza-
do no municipio de Sao Jorge do Patrocinio - Parana; sendo
coletada no periodo de verdo.

Obtencao do extrato alcodlico da Prépolis

O extrato alcoodlico foi preparado a partir da propo-
lis bruta pela técnica de turbo extragdo (MELLO et al., 2010)
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a uma concentrag@o de 50% de propolis (p/v) em solugdo de
alcool de cereais 96 °GL, filtrado até o esgotamento total da
propolis, posteriormente concentrado em evaporador rotati-
vo (Tecnal®) a temperatura de 48,5°C.

Atividade acaricida sobre espécie Rhipicephalus (B.) mi-
croplus

Coleta das fémeas ingurgitadas (teleéginas)

Foram coletadas de forma aleatéria 180 fémeas
ingurgitadas de carrapatos da espécie R. (B.) microplus de
bovinos que estavam a mais de 60 dias sem receber banho
de carrapaticida ou qualquer outro tratamento, pertencentes a
chéacara Nossa Senhora Aparecida, localizada no Distrito de
Porto Camargo, Municipio de Icaraima, regido noroeste do
Estado do Parana, as quais foram transportados em recipien-
tes com aeragdo adequada ao Laboratorio de Parasitologia da
Universidade Paranaense UNIPAR.

Grupos de tratamento

As fémeas ingurgitadas (teledginas) foram selecio-
nadas com base nos aspectos de aparéncia e motilidade nor-
mais (LEITE et al., 1995) e divididas em grupos de dez.

Empregou-se quatro dilui¢des do extrato alcooli-
co da propolis (50; 25; 12,5; 6,25%). Formou-se ainda dois
grupos controle; um controle positivo: (Cipermetrina 15%;
Clorpirifos 25%; Citronelal 1%) a 0,125%, ¢ um controle ne-
gativo (Alcool 96 °GL). Cada tratamento foi realizado com
trés repetigdes.

Sensibilidade das fémeas ingurgitadas em testes de imer-
sdo

Seguindo-se metodologia semelhante a descrita por
Drummond et al. (1973), grupo de 30 fémeas teledginas fo-
ram imersas por cinco minutos em cada tratamentos descri-
tos acima, secas em papel toalha. Foram pesadas (g) indivi-
dualmente em balanga analitica (Gehaka®) com precisdo de
0,001g e distribuidas em trés placas de petri, contendo 10
carrapatas foram identificadas e adesivadas, perfazendo um
total de 30 carrapatas por grupo. As placas foram adicionadas
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em caixa de isopor, contendo algoddo umedecido e mantidas
em temperatura ambiente por 14 dias, para efetuarem pos-
tura.

Decorridos 14 dias, foi realizado a pesagem da mas-
sa dos ovos (g) de cada teledgina, estes foram transferidos
para tubos de ensaio devidamente identificados (cada fémea,
com seus ovos) os tubos foram colocados em caixa de iso-
por, contendo algoddo umedecido e mantidas em temperatu-
ra ambiente por 21 dias para efetuarem eclosao.

Decorridos 21 dias, as larvas foram mortas com éter
de petroleo e contadas em lupa entomoldgicas, com finalida-
de de verificar a taxa de eclosdo dos ovos (%).

A partir dos dados da postura, peso da massa das
teledginas, peso da massa dos ovos ¢ da porcentagem de
eclosdo, foram calculadas a eficiéncia reprodutiva (ER) ¢ a
eficiéncia do produto (EP), segundo Drummond et al. (1973).

_ Peso da massa de ovos x Porcentagem de eclosdo x 20.000

ER
Peso da massa de fémeas

Equacao I

Ep= ER do grupo controle - ER do grupo tratado x 100

ER do grupo controle
Equacgao II

Os resultados foram interpretados considerando-se
como eficacia o valor minimo de 95%, conforme legislacdo
pertinente a comercializa¢ao de carrapaticidas no pais (BRA-
SIL, 1990).

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casu-
alizado. Os dados foram transformados (\/m ) € subme-
tidos a analise de varidncia (ANOVA), e as diferengas entre
as médias, determinadas pelo teste Tukey, a 5% de signifi-
cancia.

Resultados

A avaliagdo da eficacia in vitro do extrato alcoolico
de propolis sobre R. (B.) microplus esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Média (+ erro padrdo) da massa das teledginas (g), massa dos ovos (g), eclodibilidade (%), eficiéncia do produto

(%) dos tratamentos com o extrato alcoolico da propolis.

Trat(a(l;:l)ento Massa da(sg ;eleoglnas Massa((gi;)s ovos Eclodibilidade (%) Eﬁc1encnz(t 02()) produto
CP1 0,18+0,01 a 0,00+0,00 c 0,00+0,00 d 100,00+0,00 a
50 0,16+0,02 a 54,70+7,80 b 1,74+2,70 cd 99,10+27,83 a
25 0,16+0,02 a 152,97471,90 ba 19,33+11,34 be 73,53+£21,93 ab
12,5 0,15+0,01 a 113,83£39,20 ba 13,07+11,75 bed 77,07£17,83 ab
6,25 0,16+0,02 a 175,57+56,26 a 24,23+12,66 b 50,93+1,33 b
CN2 0,08+0,01 b 66,60+41,50 ba 90,87+29,90 a 0,00+0,00 c

Meédias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p>0,05).
!Controle positivo - (Cipermetrina 15%; Clorpirifos 25%; Citronelal 1%) a 0,125%.

“Controle negativo - alcool de cereais 96 °GL.
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Os dados obtidos para o pardmetro massa das te-
ledginas (g) evidenciaram ndo haver diferenca significativa
entre as concentra¢des de propolis utilizadas (p>0,05). Para
o grupo (CN), observou-se que as carrapatas apresentaram
menor massa, entretanto, este fato nao influenciou nos resul-
tados, pois a eclodibilidade foi de 90,87%.

Avaliando a postura das teledginas, os dados da Ta-
bela 1 evidenciaram ndo haver diferenca na massa dos ovos
(g) entre as concentragdes de propolis utilizadas, e também
estas concentragdes comparadas ao CN, ou seja, o propolis
em suas diferentes concentragdes ndo interferiu na ovipo-
si¢do. Analisando o aspecto dos ovos, todas as fémeas que
realizaram a postura, produziram ovos brilhantes e de colo-
racdo amarronzada, um indicativo de fertilidade. Broglio-
-Micheletti et al. (2009) também ndo observaram agéo sobre
a atividade ovariostatica e antiembriogénica do carrapato em
bovinos ao utilizar o extrato etanolico de neen (4Azadirachta
indica).

Os resultados encontrados para o parametro eclodi-
bilidade (Tabela 1) evidenciou que houve influéncia do ex-
trato de propolis na taxa de eclosdo (%) dos ovos, em que 0
propolis nas concentragdes de 50 e 12,5% proporcionaram
maior inibi¢ao (1,74 e 13,07%), respectivamente, propor-
cionando desta forma uma eficiéncia de 99,10 ¢ 77,07 %,
respectivamente.

De acordo com Santos e Vogel (2012), um produto
quimico comercial utilizado no controle de carrapatos sera
considerado de alta eficiéncia se eliminar mais que 95% dos
carrapatos, de média eficacia entre 90-95% e de baixa efi-
cacia menos de 90%. Seguindo essa classificagdo o extrato
alcoolico de propolis apresentou alta eficacia na concentra-
¢do de 50%, e nas demais concentragdes uma baixa eficécia.
Segundo a legislacdo relativa a comercializagdo de carrapa-
ticidas no Brasil, o valor minimo de eficacia recomendado
¢ de 95% (BRASIL, 1990). Porém, a maioria dos produtos
comerciais polui o ambiente. Apesar da menor eficacia, o
controle parcial obtido com o extrato de propolis sugere um
uso potencial no manejo da infestagdo por carrapatos em re-
banhos considerados orgénicos, nos quais o uso de produtos
a base de inseticidas comerciais € vedado.

A maior eficiéncia da propolis pode ser explicada
devido a suas propriedades antifungicas, bactericidas e bac-
teriostaticas, anti-inflamatorias e cicatrizantes (PARK et al.,
2000), antiprotozoario (DANTAS et al., 2006) e parasitarias
(PRINCIPAL et al., 2002; LOUREIRO, 2007; HEINZEN et
al., 2012), atribuidas aos flavonoides, principais componen-
tes da propolis (MAZZUCO et al., 1996; CASTRO et al.,
2007; MARCUCCI et al., 1996).

Em estudo realizado por Pereira e Famadas (2004)
o extrato etandlico de Dahlstedtia pentaphylla (timbo) sobre
as teledginas de R. (B.) microplus de uma cepa do Vale do
Paraiba - Sp mostrou eficiéncia de 13,49% a 98,68%, sendo
resultados proximos aos obtidos neste trabalho.

A concentragdo minima utilizada foi de 6,25% e
baseou-se nos estudo realizado por Pacheco et al. (2006) que
utilizaram extrato alcodlico de propolis sobre teledginas de
R. (B.) microplus em concentragdes de até 2,5%, e ndo obti-
veram efeito significativo nos tratamentos em relagdo a mor-
talidade e na massa de ovos produzida. Sendo esse resultado
justificado pela baixa concentragao utilizada.

No Assentamento Lagoa Grande, situado no muni-
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cipio de Dourados - MS, segundo Castro et al. (2010) alguns
produtores leiteiros preparavam extratos de plantas medici-
nais e os utilizavam para controle de carrapatos pela pulve-
rizacdo de bovinos. Estes extratos eram produzidos a partir
da maceracdo em alcool das partes aéreas de espécies como
girassol (Tithonia diversifolia), flor de mangerioba (Senna
alata), folhas de fumeiro (Solanum mauritianum), folhas da
citronela (Cymbopogon nardus), neem (Azadirachta indica)
e folhas de araucaria (Araucaria angustifolia).

Ainda em Dourados, Mato Grosso do Sul, alguns
produtores utilizam as ramas da mandioca (Manihot esculen-
ta) na alimentagdo dos bovinos e, segundo Ponte (2002), que
usou o extrato liquido das ramas da mandioca obtido pela
sua prensagem observou a eficacia no controle de R. (B.) mi-
croplus.

Arcego (2005), no municipio de Sao Jodo da Urtiga,
Rio Grande do Sul, utilizou extrato de araucaria (Araucaria
angustifolia) para controle de carrapatos ¢ bernes dos bovi-
nos.

Segundo os estudos citados observa-se a busca por
opgdes alternativas, como a utilizacdo das plantas medicinais
na forma de extratos e 6leos essenciais para controle do car-
rapato; neste contexto, Gazim et al., (2011) utilizaram o dleo
essencial de ftetradenia riparia para o controle deste acaro,
encontrando como resultado taxa de mortalidade de 100,0%
das carrapatas nas concentragdes que variaram de 12,5 a
1,80%. Sarda Ribeiro et al., (2010) testaram em seus estudos
o0 6leo essencial de Hesperozygis ringens nas concentragdes
de 50 ¢ 25 pg/mL e observaram efeito inibitorio de 95 e 30%,
respectivamente na taxa de eclosdo dos ovos.

Dessa forma, sugere-se que novos estudos sejam re-
alizados utilizando-se formulagdes com associagdo de plan-
tas para aumentar a eficiéncia, e a associac@o de plantas com
carrapaticidas quimicos ja utilizados, no intuito de diminuir
a concentragdo destes minimizando os efeitos toxicos que es-
tes provocam ao animal, homem ¢ a0 meio ambiente.

Conclusao

A utiliza¢do do extrato alcodlico da propolis a 50%
foi eficaz no controle de R. (B.) microplus, ja nas concentra-
¢oes abaixo de 50% obteve atividade parcial sobre a mesma,
em condig¢des de laboratério.

Dessa forma, pode-se concluir que o extrato alcooli-
co de propolis pode representar importante terapéutica com-
plementar para o controle do carrapato, principalmente para
os sistemas agroecologicos, organicos e biolodgico-dindmicos
de criagdo.
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