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The aim of this work was to evaluate the activity of Pilocarpus pennatifolius against
Ctenocephalides felis felis, Rhipicephalus sanguineus and Rhipicephalus microplus.
The in vitro assays proceeded according to the immersion test using engorged females
(Drummond et al. 1973) opposite of R. microplus and R. sanguineus, and impregnation
filter paper test for C. . felis. The extract of P. pennatifolius was obtained by exhaustive
maceration and their chemical composition was assessed by thin layer chromatography
followed by colorimetric assays. Dilutions of the extract were prepared in the con-
centration range between 625 and 20,000 ppm. The results showed that the extract of
jaborandi was activity in vitro in the range of concentration tested against ectoparasites
reviews with efficacy values of 35% to C. f. felis, 31.82% to R. microplus and 59.06%
to R. sanguineus.
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RESUMO. O objetivo deste estudo foi avaliar a
atividade de Pilocarpus pennatifolius frente a Cte-
nocephalides felis felis, Rhipicephalus sanguineus e
Rhipicephalus microplus. A realizacdo dos ensaios
in vitro procedeu-se segundo o teste de imersao de
teledginas (Drummond et al. 1973) frente a R. mi-
croplus e R. sanguineus e teste de impregnacdo em

papel filtro frente a C. f. felis. O extrato das folhas
de P. pennatifolius foi obtido por maceragao exaus-
tiva e sua composi¢ao quimica foi avaliada por cro-
matografia em camada delgada seguido de ensaios
colorimétricos. Foram preparadas diluigdes do ex-
trato na faixa de concentracdo entre 625 ¢ 20.000
ppm. Os resultados demonstraram que o extrato de
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jaborandi apresentou atividade in vitro na faixa de
concentragdo testada frente aos ectoparasitos ava-
liados com valores de eficacia de 35% para C. f.
felis, 31,82 % para R. microplus e 59,06% para R.
sanguineus.

PALAVRAS-CHAVE. Teste in vitro, ectoparasitas,
cromatografia, Pilocarpus.

INTRODUCAO

A flora brasileira apresenta uma das maiores bio-
diversidade do planeta, podendo ser considerada
como uma inesgotavel fonte de farmacos. Nao so
na regido amazonica, onde a extensdo geografica
jé& propicia uma ideia do seu poder de diversidade,
mas também em outras regides brasileiras (ABIFI-
SA 2006).

A busca por alternativas aos produtos quimicos
no controle de artropodes agricolas e veterinarios
tém se intensificado nos ultimos anos. O uso de ex-
tratos vegetais nativos e seus produtos estdo entre
os temas emergentes de artigos publicados em todo
o mundo ¢ oferecem uma promessa de desenvolvi-
mento de novas estruturas moleculares de consti-
tuintes naturais.

A resisténcia de insetos a inseticidas organossin-
téticos, ressurgéncia e erupcao de pragas, € 0s pro-
blemas advindos do uso indiscriminado desses in-
seticidas sobre inimigos naturais, meio ambiente e
homem e, sobretudo o desenvolvimento da agricul-
tura organica, houve um aumento no interesse, no
mundo inteiro, pelos inseticidas botanicos (Guerra
1985).

Dentre as espécies medicinais produtoras de
principios ativos de grande interesse mundial desta-
cam-se as plantas conhecidas pela denominagao ja-
borandi, que incluem vérias espécies nativas e cul-
tivadas no Brasil (Santos & Moreno 2004) e conta
com inimeras espécies de importancia econdomica
e médica, dentre as quais encontram-se Pilocarpus
jaborandi Holmes, Pilocarpus trachyllophus Hol-
mes, Pilocarpus microphyllus Stapf, ex Holmes
e Pilocarpus pennatifolius Lem. (Corréa 1969), a
partir da qual sdo extraidos os sais de pilocarpina
(Pinheiro 1997).

No Brasil, os carrapatos de maior importancia
economica sao Rhipicephalus microplus, o carrapa-
to do boi, e Rhipicephalus sanguineus, o carrapato
do cdo. Além do impacto econdmico para o con-
trole desses ectoparasitos, o prejuizo ainda incide
na transmissdo elevada capacidade vetorial para
animais e ainda aos humanos (Dantas-Torres 2008).

Quando em altas infestagdes, R. sanguineus, pode
causar anemia e anorexia (Marra et al. 1999).

A agdo espoliativa causada por carrapato R. mi-
croplus e as doengas por ele transmitidas, sao de
grande importancia econdmica e na saude publica e
coletiva. Trata-se de uma importante fonte de mor-
bidade para o gado bovino em toda Ameérica (Grisi
et al. 2002).

Conhecida vulgarmente como pulga do gato,
Ctenocephalides felis felis, parasita também os caes,
sendo a Unica subespécie encontrada no continente
americano (Dryden 1993) é considerada o ectopa-
rasita mais importante de cdes e gatos em muitas
partes do mundo (Carlotti & Jacobs 2000). Em altas
infestagdes o sangue consumido pelas pulgas pode
levar a anemia por deficiéncia de ferro e até mesmo
a morte (Blagburn & Dryden 2009). Além da pos-
sibilidade de transmissdo de patogenos, picadas de
pulgas adultas levam a reacao de hipersensibilidade
e irritagdo da pele em decorréncia da inoculagdo de
material antigénico proveniente das glandulas sali-
vares do parasito (Dryden & Rust 1994, Mehlhorn
et al. 1999).

Da familia Rutaceae, P. pennatifolius possui
atividade repelente, acaricida e inseticida (Guerra
1985). Pilocarpina tem sido utilizado na medicina
veterinaria como estimulante das secrecoes digesti-
vas ¢ dos movimentos do aparelho gastrointestinal,
principalmente o ramen (Lorenzi & Matos 2008).

O objetivo do estudo foi avaliar a atividade in
vitro do extrato de jaborandi, P. pennatifolius, sobre
a pulga C. f. felis e os carrapatos R. sanguineus € R.
microplus.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do material vegetal e obtencio do extrato seco
O material vegetal seco (folhas) foi adquirido de ervanario
localizado no municipio de Volta Redonda, RJ, Brasil. O pre-
paro do extrato etandlico (PJ) foi realizado pelo processo de
maceracdo estatica, no qual o material vegetal foi submetido
a exaustdo por nove dias e troca de solvente a cada trés dias.

Fitoquimica

A analise fitoquimica qualitativa foi realizada pelo pro-
cesso de cromatografia em camada delgada utilizando os
eluentes: butanol/acido acético/agua (BAW 8:1:1 - analise
dos flavonoides), acetato de etila/acetona/agua na proporgéo
(25:5:1 - analise de terpenos), e n-hexano/cloroférmio (7:3 -
analise de alcaloides). Em seguida foi realizada a analise co-
lorimétrica com reveladores quimicos como: difenilborato de
aminoetanol e solugdo etandlica com 5% de polietilenoglicol
(NP-PEG - revelagdo de flavonoides), anisaldeido sulftirico -
revelagdo de terpenos, e Dragendorff - identificagao da pre-
senca de alcaloides.
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Ensaio biolégico

Para a realizagdo de teste in vitro com adultos nao alimen-
tados de C. f. felis foi realizado o teste de impregnacdo em
papel filtro e utilizado o extrato das folhas de P. pennatifolius.
Foi utilizada uma solu¢do-mae a 200 mg/mL e em sequén-
cia seis diluigdes seriadas 1:2 iniciando na concentra¢do de
20.000 ppm. Estes foram diluidos em acetona, um solven-
te inocuo capaz de solubilizar o extrato, o qual foi utilizado
como controle negativo.

Para cada concentragdo, foram realizadas duas repetigoes
cada uma composta por uma tira de papel filtro com 10 cm?
(1 cm de largura e 10 cm de comprimento), totalizando 12
tiras e mais duas repetigdes referentes ao controle. Cada tira
foi impregnada com 0,2 mL da respectiva diluicdo. Apds o
tratamento a mesma permaneceu no ambiente para secar por
um periodo de 30 minutos. Em cada desafio, as tiras foram co-
locadas em tubos de ensaio contendo 10 adultos ndo alimen-
tados de C. f. felis, cinco machos e cinco fémeas. As pulgas
utilizadas foram obtidas de uma colonia mantida desde 1998,
nas mesmas dependéncias onde foram realizados os testes. Os
tubos foram vedados com tecido nao tecido (TNT) e elastico,
devidamente identificados com o grupo e mantidos em camara
climatizada com temperatura de 28+1°C e umidade relativa de
75+£10%. O material de cada desafio foi avaliado nos tempos
de 10 e 30 minutos, uma, duas, 24 e 48 horas com auxilio de
um microscopio estereoscopico e no fim realizada a média de
pulgas vivas para cada concentragdo. O critério de avaliagdo
utilizado foi a motilidade, ou seja, qualquer inseto que apre-
sentasse um minimo de movimento era considerado vivo.

A avaliacdo da eficacia in vitro do produto para C. f. felis
de cada concentracdo do extrato foi realizada com a seguin-
te formula desenvolvida por Abbott (1987): (nimero médio
de pulgas vivas do grupo controle - nimero médio de pulgas
vivas do grupo tratado) / (nimero médio de pulgas vivas do
grupo controle) x 100.

Para avaliacdo da atividade in vitro do extrato de jaborandi
contra R. microplus e R. sanguineus procedeu-se segundo o
teste de imersdo de teledginas (Drummond et al. 1973), com
imersdo de teledginas em diferentes concentragdes do extrato
e avaliacdo dos parametros reprodutivos como, peso das te-
ledginas, peso das posturas, percentual de eclosdo dos ovos
sempre em comparagdo com o grupo controle.

A partir da solu¢@o-mae do extrato a 200 mg/mL foram re-
alizadas seis diluigdes seriadas 1:2 iniciando na concentragido
de 20.000 ppm, em dilui¢do em agua. O controle negativo foi
feito somente com agua. Foram utilizados exemplares de R.
microplus e R. sanguineus mantidos em colonia laboratorial
em bezerros e coelhos respectivamente. Cada grupo de tele-
oginas (n=6) foi submetido a imersdao em 10 mL do extrato
diluido na concentracao a ser testada durante cinco minutos. O
teste foi realizado em duas repeti¢des para cada concentragdo
testada. Os grupos controles de teledginas foram imersos em
agua destilada. Apos a imersdo o excesso do extrato diluido
foi retirado com o auxilio de papel toalha. As teledginas foram
acondicionadas em placa de petri descartavel, devidamente
identificada com data, dia experimental, grupo, peso ¢ nimero
de repetigdes e fixadas em fita dupla face. O material foi entdo
incubado em camara climatizada com demanda bioquimica de
oxigénio (B.0.D.), a27 £ 0,5°C de temperatura, umidade rela-
tiva do ar de 75 + 10% por 21 dias. Apds este periodo as pos-

turas das teledginas de cada placa foram pesadas e transferidas
para seringas fechadas com algodao. As seringas devidamente
identificadas retornaram a estufa, nas mesmas condi¢des de
umidade e temperatura anteriores até a eclosdo das larvas. A
eclodibilidade das larvas foi avaliada por estimativa de por-
centagem em relagdo aquelas que ndo eclodiram.

A avaliag@o da postura foi feita 21 dias apds o tratamento
e a eclodibilidade foi aferida apos 42 dias. A eficacia do extra-
to foi avaliada através da comparagdo do indice de eficiéncia
reprodutiva IER= peso dos ovos/peso das fémeas x 20000 x %
eclodibilidade e a Eficacia EC = (IER controle - IER tratamen-
to)/IER controle x 100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise fitoquimica preliminar utilizando cro-
matografia em camada delgada seguida de revela-
¢do quimica com reagentes especificos apresentou
resultado positivo para terpenos e alcaloides, e ne-
gativo para a presenca de flavonoides.

Os resultados para andlise cromatografica e as
condi¢des do experimento estao contidos na Tabe-
la 1. Ao realizar a analise dos terpenos observamos
a presenca de mistura destes componentes que re-
velaram coloracao roxas no ultravioleta-visivel. A
revelagdo com reagente de Dragendorff apresentou
coloracdo castanho-acinzentado. Foi identificado
somente um alcaloide que provavelmente trata-se
da pilocarpina, uma vez que esta ¢ amplamente iso-
lada na espécie vegetal e encontra-se em altas con-
centracoes.

Apesar de ser relatado, para o género Pilocar-
pus, flavonoides e polifenois na literatura (Sawaya

Tabela 1. Condigbes cromatograficas de analise dos metabo-
litos secundarios de Pilocarpus pennatifolius Lem. por croma-
tografia em camada delgada.

Metabdlito Eluentes Resultado
Secundario colorimétrico
avaliado

Terpenos acetato de etila:acetona:agua (25:5:1) Roxo
Flavonoides  n-butanol:acido acético:agua (8:1:1)  N&o revelou
Alcaloides n-hexano:cloroférmio (7:3) Castanho-

-acinzentado

Tabela 2. Atividade in vitro de Pilocarpus pennatifolius testado
em diversas concentragdes (625 - 20000 ppm) sobre adultos
nao alimentados de Ctenocephalides felis felis.

Concentragdes Média de pulgas vivas Eficacia
nas repetigcbes 1 e 2 com 48h
(ppm) 10 min 30min 1h  2h 24h 48h (%)
20.000 10 10 10 10 10 95 5
10.000 10 10 10 10 10 9,5 5
5.000 10 10 10 10 10 8,5 15
2.500 10 10 10 10 10 8,5 15
1.250 10 10 10 10 10 6,5 35
625 10 10 10 10 10 10 0

Controle 10 10 10 10 10 10
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et al. 2011), neste trabalho foi nao identificado esta
classe de metabolitos. Isto pode estar relacionado
ao tipo de extragdo realizado que estd direcionado
ao isolamento de constituintes de média a baixa po-
laridade como os terpenos.

Os resultados obtidos a partir do teste in vitro
com P pennatifolius em diversas concentracdes
para C. f- felis estdo contidos na Tabela 2. Pode-se
observar que o extrato de jaborandi ndo apresentou
eficacia pulguicida na faixa de concentracdo testada
em 24 horas. Em 48 horas observou-se eficicia a
partir da concentracao de 1250 ppm, variando entre
5 e 35 %, porém a resposta ndo se apresentou linear
com o aumento da concentragao.

A Tabela 3 representa os valores de peso médio
das teledginas, peso médio das posturas, percentual
médio de eclosdo, eficiéncia reprodutiva e eficacia
obtidos em cada concentracdo testada do extrato
de jaborandi sobre fémeas ingurgitadas de R. mi-
croplus. A média do peso das teledginas variou de
0,214 a 0,237 g. A andlise destes valores nos per-
mite inferir que a média do peso das teledginas se
apresentou de forma constante para todos os grupos
testados. Analisando o peso das posturas podemos
observar uma redu¢@o nos valores médios de peso

nos grupos tratados em relagdo ao grupo controle
na faixa de concentragao entre 625 ¢ 10.000 ppm.
Essa reducdo se mostrou diretamente proporcional
a concentragdo, ou seja, quanto maior a concentra-
¢do, maior a reducdo e consequentemente menor o
peso médio das posturas nesta faixa de concentra-
¢do. A média das eclosdes e a eficiéncia reprodutiva
apresentaram valores inferiores quando compara-
dos com o grupo controle em toda a faixa de con-
centracdo testada, porém nao pode ser estabelecida
uma relagdo diretamente proporcional a concentra-
¢do. Os valores de eficacia variaram entre 15,91 a
31,82% demonstrando atividade do extrato de jabo-
randi em todas as concentragoes testadas, sendo os
maiores valores de eficacia encontrados (31,82 %)
para a concentragdo de 20.000 ppm.

A Tabela 4 representa os valores de peso médio
das teledginas, peso médio das posturas, percentual
médio de eclosdo, eficiéncia reprodutiva e eficicia
obtidos em cada concentragdo testada do extrato
de jaborandi sobre fémeas ingurgitadas de R. san-
guineus. A média do peso das teledginas variou de
0,173 a 0,322 g. A andlise destes valores nos per-
mite inferir que a média do peso das teledginas se
apresentou de forma constante para todos os grupos

Tabela 3. Atividade in vitro de Pilocarpus pennatifolius testado em diversas
concentragdes (625 - 20000 ppm) sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus

microplus.
Concentragdo Peso médio das' Peso médio Percentual Eficiéncia Eficacia
(ppm) teledginas (g) da postura médio de reprodutiva (%)
por teledgina?  ecloséo (%)

20.000 0,237 0,123 67,5 700,82 31,82
10.000 0,247 0,091 97,5 717,21 30,22
5.000 0,228 0,104 93,5 853,92 16,92
2.500 0,247 0,111 96,0 864,29 15,91
1.250 0,230 0,100 84,0 732,79 28,71
625 0,214 0,106 77,5 767,46 25,34
Controle 0,237 0,126 96,5 1027,88

'"Média aritmética do peso das 12 teledginas; 2 Média aritmética das posturas oriundas

das 12 teledginas.

Tabela 4. Atividade in vitro de Pilocarpus pennatifolius testado em diversas
concentragdes (625 - 20000 ppm) sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus

sanguineus.
Concentragao Peso médio das  Peso médio Percentaul Eficiéncia Eficacia
(ppm) teledginas (g)" da postura médio de  reprodutiva (%)
por teledgina (g)*>  ecloséo(%)

20.000 0,259 0,069 90,0 477,84 30,33
10.000 0,322 0,051 89,0 280,83 59,06
5.000 0,242 0,055 84,5 381,68 44,35
2.500 0,248 0,061 86,0 423,99 38,18
1.250 0,311 0,050 94,0 302,81 55,85
625 0,244 0,062 90,5 455,90 33,53
Controle 0,173 0,062 96,0 685,83

"Média aritmética do peso das 12 teledginas; 2 Média aritmética das posturas oriundas

das 12 teledginas.
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testados. Analisando o peso das posturas podemos
observar uma reducdo nos valores médios de peso
nos grupos tratados em relagdo ao grupo controle
na faixa de concentracao entre 1.250 e 10.000 ppm.
Essa reducdo se mostrou diretamente proporcional
a concentragdo, ou seja, quanto maior a concentra-
¢do, maior a redugdo e consequentemente menor o
peso médio das posturas nesta faixa de concentra-
¢do. A média das eclosdes e a eficiéncia reprodutiva
apresentaram valores inferiores quando compara-
dos com o grupo controle em toda a faixa de con-
centragdo testada, porém nao pode ser estabelecida
uma relagdo diretamente proporcional a concentra-
¢ao. Os valores de eficacia variaram entre 30,933 a
59,06% demonstrando atividade do extrato de jabo-
randi em todas as concentracgdes testadas, sendo os
maiores valores (59,06 %) para a concentracdo de
10.000 ppm.

A Figura 1 montra os resultados de eficacia do
extrato de jaborandi frente as trés espécies avalia-
das. Pode-se observar que que o extrato apresentou
eficacia carrapaticida na faixa de concentragdo de
625 a 20.000 ppm e eficacia pulguicida na faixa
de concentracdo de 1.250 a 20.000 ppm. A eficacia
carrapaticida apresentou maiores valores de eficacia
comparada a eficacia pulguicida em todas as con-
centragdes testadas. A atividade frente ao carrapato
R. sanguineus apresentou melhor resultados quando
comparada com atividade frente ao carrapato R. mi-
croplus pois apresentou resposta linear com o au-
mento da concentracao.

Os trabalhos com espécies de jaborandi s3o es-
cassos na literatura. De acordo com o levantamento
bibliografico ndo existem trabalhos que mostram a
atividade do género Pilocarpus frente aos mode-
los bioldgicos testados neste trabalho. Entretanto,
alguns trabalhos relacionam a quimica da familia
Rutaceae, e do género, com atividade inseticida e

w{ felis felis - MR micropius

R sangninens

100
a0
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625 1.250 2500 5000 10,000 20.000
Concentracio do extrato (ppm)

Eficicia (%)
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Figura 1. Eficacia in vitro do extrato de Pilocarpus pennatifo-
lius na faixa de concentragdo de 625 a 20000 ppm frente a
Ctenocephalides felis felis, Rhipicephalus microplus e Rhipi-
cephalus sanguineus.

acaricida (Terezan et al. 2010, Sa & Elisabetsky
2012). A substancia 2-tridecanona, isolado de es-
pécies como Pilocarpus microhyllus e Lycopersi-
con spp constituem efetiva resisténcia a acaros e
insetos, determinando diminui¢do na alimentacao e
oviposicao (Labory et al. 1999). Os alcaloides furo-
quinolinicos, 2-arilquinolin-4-ona e os limonoides
(isolados da familia Rutaceae) mostraram atividade
inseticida frente a espécie Atta sexdens rubropilosa
(Terezan et al. 2010).

CONCLUSAO

O extrato de jaborandi apresentou atividade in
vitro frente a C. f. felis, R. microplus e R. sangui-
neus.

Na literatura cientifica ndo existe relato da ativi-
dade carrapaticida e pulguicida, para o género Pilo-
carpus, € nem para a espécie P. pennatifolius, sen-
do este trabalho o primeiro relato destas atividades
frente aos modelos biologicos testados. A analise fi-
toquimica e os resultados encontrados indicam que
o extrato de Jaborandi possui em sua composicao
constituintes com potencial agao pulguicida e carra-
paticida. Sendo assim, torna-se imprescindivel o es-
tudo da composi¢cdo quimica desta espécie vegetal
visando o isolamento dos constituintes majoritarios
que podem estar relacionados a atividade biologica
encontrada.
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