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RESUMO

O presente trabalho teve o objetivo de verificar a sensibilidade de larvas de Amblyomma
cajennense e Dermacentor nitens frente os solventes etanol, metanol, acetona, xilol e
dimetilsulfé6xido (DMSO) e o agente tensoativo Tween 80. Os solventes etanol, metanol,
acetona e xilol foram testados em pureza analitica, enquanto o DMSO e o agente tensoativo
Tween 80 foram testados na concentracdo de 1%, sendo estabelecido que as substincias
testadas em pureza analitica que causassem alta mortalidade seriam testadas também nas
concentracdes de 50, 25 e 1%. Foi utilizado o teste de pacote de larvas, sendo feitas dez
repeticoes para cada tratamento. Também foi formado um grupo controle com o mesmo
nimero de repeti¢cdes, em que as larvas foram tratadas com dgua destilada. No primeiro
experimento, nas concentragdes testadas, apenas o xilol se mostrou como substancia de alta
toxicidade, uma vez que a mortalidade observada foi superior a 90% para larvas de A.
cajennense e D. nitens. No segundo experimento, o xilol a 1 e a 25% apresentou baixa
toxicidade para larvas de A. cajennense e D. nitens, respectivamente, uma vez que O

percentual de mortalidade foi estatisticamente semelhante (p>0,05) ao do controle.

Palavras-chave: Carrapato da orelha do cavalo, Carrapato estrela, solventes, agente

tensoativo.



ABSTRACT

The objective of this work was to verify the sensitivity of Amblyomma cajennense and
Dermacentor nitens larvae to the solvents ethanol, methanol, acetone, xylol and dimethyl
sulfoxide (DMSO) and the surfactant Tween 80. The first four solvents were tested at
analytical purity while the DMSO and surfactant Tween 80 were tested at a concentration of
1%. The substances tested at analytical purity that caused high mortality were also tested at
concentrations of 50, 25 and 1%. The larval packet test was used, with ten repetitions for each
treatment. A control group was also formed with the same number of repetitions, in which the
larvae were only exposed to distilled water. In the first experiment, only xylol was highly
toxic at the concentrations tested, causing mortality above 90% for larvae of both species. In
the second experiment, xylol at 1 and 25% showed low toxicity to the A. cajennense and D.
nitens larvae, respectively, since the mortality percentage was statistically similar to that of

the control group (p>0.05).

Key-words: Tropical horse tick, Cayenne tick, solvents, surfactants.
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1 INTRODUCAO

O Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), the Cayenne Tick, é um carrapato de trés
hospedeiros que possui ampla distribuicdo no continente americano, ocorrendo desde o sul
dos EUA até o norte da Argentina (GUGLIELMONE et al., 2006). Possui como hospedeiro
primdrio equinos e capivaras; mas, devido a sua baixa especificidade parasitaria,
principalmente dos estdgios imaturos, pode infestar outros mamiferos, como bovideos,
cervideos, canideos domésticos e silvestres, além de aves e o préprio homem (ARAGAO &
FONSECA, 1953; OLIVEIRA, 1998; RAMOS et al., 2010; VIEIRA et al., 2004). A.
cajennense € apontada como a principal espécie que parasita humanos na regiao neotropical
(GUGLIELMONE et al., 2006), sendo responsavel pela transmissdo da bactéria Ricketsia
rickettsii, agente etiolégico da febre maculosa (GUEDES et al., 2005; LABRUNA &
MACHADO, 2006).

O Dermacentor nitens (Neumann, 1897) ocorre desde o sul da América do Norte até o
norte da América do Sul, parasitando, principalmente, o pavilhdo auricular de equinos. Seu
parasitismo para esses animais causa danos, como espoliacdo sanguinea, estresse dos animais,
predisposicdo a mifases e infec¢des bacterianas secundarias (BORGES et al., 2000;
GUGLIELMONE et al., 2006). Esse ixodideo também é vetor da Babesia caballi, um dos
agentes causadores da babesiose equina (LABRUNA & MACHADO 2006).

O controle desses carrapatos € feito predominantemente com a utilizagdo de
carrapaticidas sintéticos. Entretanto, a utilizacdo intensiva associada a forma indiscriminada e
a erros na aplicacdo de pesticidas em geral tem acarretado problemas, como contaminagdo do
solo e de recursos hidricos e intoxica¢ao de animais ¢ do homem. Visando a minimizar esses
aspectos negativos, tem-se intensificado o nimero de pesquisas que avaliam a atividade
carrapaticida de produtos de origem vegetal ou de novas moléculas sintetizadas a partir desses
produtos (BORGES et al., 2011; CLEMENTE et al., 2010; KOUL et al., 2008; MENDES et
al., 2011).

Durante os processos de extra¢do de 6leos e extratos ou substancias isoladas de plantas
e da posterior solubilizacdo para testes sobre a atividade carrapaticida, sdo empregados
solventes e agentes tensoativos, uma vez que muitas das substancias de origem vegetal
apresentam pouca solubilidade em dgua. Entretanto, tais solventes devem interferir pouco ou
nada sobre a viabilidade dos carrapatos-alvo, para que possa ser feita uma avaliacdo real do

poder carrapaticida da substincia testada (BEADLES et al.,, 1973; RAVINDRAN et al.,,
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2011). Assim, torna-se importante a escolha de um solvente capaz de solubilizar o principio
ativo e que ndo apresente toxicidade para o organismo-alvo.

A respeito da sensibilidade de carrapatos, poucos estudos foram conduzidos com o
intuito de avaliar o efeito de solventes e agentes tensoativos, necessarios para a solubilizacdo
dessas substincias, sobre ixodideos (CHAGAS et al., 2003; GONCALVES et al., 2007).
Investigacdes ja foram realizadas para fémeas de D. nitens (BEADLES et al., 1973), larvas e
fémeas de Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (CHAGAS et al., 2003; GONCALVES
et al., 2007) e fémeas de Rhipicephalus annulatus (Say, 1821) (RAVINDRAN et al., 2011).
Evidéncias demonstram que a susceptibilidade varia de acordo com o estigio de
desenvolvimento, sendo apontado que fémeas sdo mais sensiveis do que larvas (CHAGAS et
al., 2003; GONCALVES et al., 2007). Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar a sensibilidade de larvas de A. cajennense e D. nitens aos solventes etanol, metanol,

acetona, xilol e DMSO e ao agente tensoativo Tween 80.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)

A espécie Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), vulgarmente conhecida como
Carrapato “Rodoleiro” ou “Carrapato-estrela”, € uma das mais importantes nas Américas
Central e do Sul e tem sido citada como uma das representantes de grande relevancia da fauna
ixodoldégica americana (ARAGAO & FONSECA, 1953; BARBIERI et al., 2007).

Frequentemente, esse tipo de carrapato € parasito de equideos. Entretanto, em virtude
de sua baixa especificidade parasitaria, pode infestar mamiferos domésticos e silvestres,
vdrias aves e o proprio homem, assim como utilizar este como transporte por longas distancias
devido a pouca capacidade de dispersio prépria (ARAGAO & FONSECA, 1953;
OLIVEIRA, 1998; RAMOS et al., 2010; WILSON et al., 1972).

O A. cajennense € ectoparasito trioxeno, sendo caracterizado pela necessidade de
completar seu desenvolvimento em trés hospedeiros, desprendendo-se destes apds cada
alimentacdo. Completa, normalmente, uma geracdo por ano, mostrando os trés estagios
parasitdrios (larva, ninfa e adulto) marcadamente distribuidos ao longo do ano (CABRERA,
2008; VIEIRA et al., 2004).

Nas fases imaturas, o Amblyomma cajennense costuma alimentar-se em animais de
pequeno porte, enquanto os adultos ingurgitam e realizam cOpula em animais de médio e
grande porte. Portanto, cdes que t€ém como habito invadir dreas rurais, mesmo nio sendo o
hospedeiro ideal, tornam-se hospedeiros acidentais, fazendo com que ocorra crescente contato
entre esses animais e a fauna nativa, possibilitando a intercambialidade de doengas (ARZUA,
2007; CAMPOS et al., 2005; CANCADO, 2008; LABRUNA & PEREIRA, 2001; PINTER,
2004).

Durante o repasto sanguineo, juntamente com a saliva, sdo inoculadas toxinas que, em
algumas circunstancias, acometem o sistema nervoso central do hospedeiro, o que pode
paralisd-lo e, muitas vezes, levd-lo a morte. Além disso, hd, na saliva, substancias
farmacologicamente ativas com propriedades anti-inflamatéria, anti-hemostitica e
imunossupressiva, que diminuem a defesa do hospedeiro, assim como, nesse processo de

alimentacdo, esses artropodes podem inocular também micro-organismos patogénicos, como
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virus, bactérias, espiroquetas, protozodrios e helmintos; dentre estes, destaca-se a transmissao
dos agentes da piroplasmose equina e febre maculosa (ARAGAO & FONSECA, 1953;
CARNEIRO & DAEMON, 2001; MASSARD & FONSECA, 2004; RIBEIRO et al., 1985;
SERRA-FREIRE & FURLONE, 1993;).

O primeiro relato, no Brasil, sobre febre maculosa brasileira (FMB) foi no final da
década de 1920, sendo esta causada por bactérias do género Rickettsia. Considerada doenca
emergente, sua incidéncia em humanos foi aumentada durante as ultimas décadas e se situa
entre as doencas exantemdticas que causam sofrimento € morte ao homem quando nao
identificada precocemente. Pode surgir de forma inesperada e é dependente da disponibilidade
de diagnoésticos para identificd-la (FONSECA, 2000; GALVAO et al., 2002; SANTOS,
2007). E uma doenca epidemioldgica de notificacio compulséria em todo o territério nacional
e de investigacdo obrigatéria. A ocorréncia de subnotificacdo de casos se faz preocupante
onde o diagndstico nao € confirmado ou quando nem mesmo a FMB entra no diagndstico
diferencial das doencgas exantematicas (ANGERMI, 2006; MONTEIRO et al., 2006).

Uma das causas que permitem aos patégenos sobreviverem no sangue ingerido do
hospedeiro € a auséncia da acdo de enzimas proteoliticas no limen intestinal desse artrépode,
fazendo com que sejam disseminados por todo seu organismo (CARDOSO, 2004). Além
disso, bactérias sdo capazes de se multiplicar em células intestinais, glandulas salivares,
Tubulos de Malpighi, hemolinfa (MARTINS, 2009) e células dos ovérios, fato que leva a
transmissdo de bactérias por via transovariana a sua progénie, o que torna esse artropode
simultaneamente vetor e reservatorio de agentes infecciosos (ADRIANO et al., 2007).

Ressalta-se que, para haver a transmissdo da febre maculosa por meio da hematofagia
do artrépode, este deve permanecer fixado na pele do hospedeiro por um periodo de quatro a
seis horas, tempo necessdrio para uma possivel reativacao da Rickettsia rickettsii na glandula
salivar do carrapato (BARCI & NOGUEIRA, 2006).

Um fato relevante a ser considerado na transmissdo de doencas por esse ixodideo é o
aumento do ndmero de carroceiros, tanto advindos do desemprego (OLIVEIRA & BORGES,
2004) quanto da exploracao do turismo em cidades que mantém sua economia voltada para o
ecoturismo (PEREIRA et al., 2008). Muitas vezes, esses animais sao mantidos em condi¢des
inadequadas do ponto de vista fisico-sanitdrio, com consequente aumento da populagdo de A.

cajennense (FREITAS et al., 2010).
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2.2 Dermacentor nitens (Neumann, 1897)

A espécie Dermacentor nitens (Neumann, 1897) possui ampla distribui¢ao geografica
no Brasil, sendo a tinica espécie do género no pais. E vulgarmente conhecida como “carrapato
da orelha do cavalo” por desenvolver toda a fase parasitdria no pavilhdao auricular e no
conduto auditivo desse hospedeiro (BARROS-BATTESTI et al., 2006; FLECHTMANN,
1977). Eventualmente, pode parasitar bovinos, caprinos, caes, cervideos e felideos silvestres
(BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Em maiores infestagdes, € encontrado em outros sitios de fixagdo, como diverticulo
nasal, base da crina, regido perineal e cauda. Em infestacdes severas, pode parasitar todo o
corpo do animal (LABRUNA et al., 2002; BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Possui o aparelho bucal curto, fazendo da saliva o principal componente de fixagdao no
hospedeiro (FONSECA, 2000; MASSARD & FONSECA, 2004), sendo responsdvel pela
transmissdo de muitas doencas, incluindo a piroplasmose equina causada pela Babesia caballi
(ROBY & ANTHONY, 1963).

Frequentemente parasita a face interna das orelhas dos equideos, podendo ocasionar
lesdes nesse sitio e predisposi¢do a perda da rigidez auricular. Assim, pode ser produzida uma
inflamacao considerdvel que contribui para o aparecimento de mifases, acarretando injurias
aos animais e, consequentemente, prejuizos aos criadores (LEITE, 1988; BARROS-

BATTESTI et al., 2006).

2.3 Solventes e tensoativos

Os solventes sdo substancias quimicas, geralmente de natureza orginica, utilizados
para dissolver outras substancias de utilizacdo industrial ou ndo. De modo geral sao
compostos liquidos lipossoliveis, volateis e inflamdveis e podem produzir efeitos téxicos.
Penetram no organismo pelas vias pulmonar, digestiva e, devido a sua lipossolubilidade, pela
via cutanea (NATIONAL, 2010).

Alguns sao depressores do sistema nervoso central (SNC) e, de acordo com o periodo,
frequéncia e intensidade da exposicdo, provocam desde sonoléncia, confusdo mental e

cefaléia até depressdo respiratdria, coma e morte. Os solventes também podem prejudicar
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outros tecidos do organismo, tais como pele, mucosas, tecido hematopoiético, figado e rins
(PEDROZO & SIQUEIRA, 1989).

Ja os agentes tensoativos sdo substincias que possuem em sua estrutura molecular
grupos hidrofilicos e lipofilicos que diminuem a tensdo superficial ou interfacial de um
sistema. Normalmente, sdo classificados segundo o seu grupamento polar: anidnicos,
cationicos, anféteros e nao-idnicos (TECNOPRESS, 1994). Portanto, sdo substincias
anfifilicas, ou seja, que t€ém em sua estrutura molecular grupos com caracteristicas opostas,
pois possuem duas porcdes estruturais diferentes que manifestam tendéncias antagonicas de
solubilidade.

A utilizacdo de solventes ou agentes tensoativos em produtos carrapaticidas parte do
pressuposto de se obter melhor homogeneizacdo da distribui¢do do produto. No entanto, em
algumas circunstancias, tais produtos podem colocar em risco a seguranca da saide humana e
ocasionar impacto marcante no meio ambiente (FREITAS et al., 2002), mascarando a agdo
repelente e carrapaticida de fontes naturais. Desse modo, € necessario determinar sua

toxicidade frente os produtos alternativos a serem testados.

2.3.1 Solventes utilizados no experimento

Xilol (CsHlo)

O xilol é também denominado dimetil benzeno, metil tolueno ou xileno. E um liquido
de baixa polaridade, incolor, insolivel em dgua e miscivel em etanol, éter e outros solventes
organicos, e de odor caracteristico, nocivo e inflamavel (MERCK, 1996).

Afeta o SNC e pode causar irritagdo severa nos olhos, na pele e no trato respiratério. A
exposi¢do cronica leva a danos ao figado e aos rins e provoca efeitos adversos no sangue
(RODRIGUES, 2005).

Mesmo estando relacionado a problemas de saiude e aos impactos ambientais, é
encontrado em quantidades significativas em ambientes que o utilizam para a fabricacdo de
solventes industriais ou como matérias-primas para varios produtos, inclusive de pesticidas
industriais, defensivos agricolas, fertilizantes (RODRIGUES, 2005), assim como em

preparados farmacéuticos (COSTA et al., 2007).
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Acetona (CH3),CO

A acetona é também denominada de dimetilcetona, 2-propanona, propan-2-ona ou
simplesmente propanona. E um liquido polar, inflamével, incolor, volétil, de odor
caracteristico e solivel em dgua. E amplamente utilizada como solvente na extracio de 6leos,
em produtos industriais e domésticos, na fabricacdo de firmacos e como produto inicial de
sinteses quimicas, em especial na industria farmacéutica (MERCK, 1996).

E um irritante da mucosa que pode ser absorvido por inalacdo, ingestio e através da
pele. Uma vez absorvida, a acetona é exalada inalterada ou € metabolizada pela via hepatica e
extra-hepdtica, com subsequente libertagdao de didxido de carbono (BRADBERRY, 2007).
Uma vez distribuida no organismo, a acetona pode ser perceptivel pelo hdlito, j4 que uma das vias
de excre¢do se faz por meio do pulmdo, sendo também facilmente detectada na urina e no

plasma (GAMIS & WASSERMAN, 1988; RAMU et al., 1978).

Alcool Metilico (CH; OH)

Alcool metilico é um solvente polar também conhecido por metanol. E solivel em
agua, dlcool, benzeno, cloroférmio, éter e acetona. E considerado melhor solvente que o

etanol, sendo usado também para desnaturd-lo e dissolver alguns sais inorganicos (VALE,

2007).

E um solvente industrial que por si apresenta toxicidade relativamente baixa, mas
produz metabdlitos (4cido férmico) que possuem propriedades toxicas e causam
envenenamento por ingestdo, inalacao e absor¢do percutanea. O envenenamento agudo € raro,
mas potencialmente grave (BRUNO & BAUD, 2010). Quando utilizado de forma inadequada,
o metanol pode diminuir a acuidade visual, podendo levar a cegueira irreversivel em humanos
e primatas, além de provocar outras manifestacdes como ndusea, vomito, dores abdominais,
uma leve depressdo do SNC, coma e convulsdes (VALE, 2007).

E empregado na extracdo de oles e gorduras como solvente de polimeros e na

manufatura de forméis, colesterol, estreptomicina, vitaminas e outros farmacos.
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Dimetilsulféxido (DMSO) (C,H¢SO)

O DMSO € um subproduto da industria da madeira e tem sido usado como solvente
comercial desde 1953, com acentuado uso industrial, sendo empregado também como droga
de elevada poténcia em casos de processos inflamatdrios em equinos (ALVES, 2006).

Segundo Jacob e Herschler (1985), estudos sobre a penetracdo da membrana e o efeito
transportador de outros farmacos tem sido alvo de pesquisas nas dreas de agricultura, biologia
bdsica, saide animal e humana. Ele possui efeito potencializador de agentes farmacoldgicos
por ser transportador de outras drogas e antioxidante. Possui odor desagraddvel, semelhante
ao de alho, que emana da boca logo apds o uso, mesmo que o contato tenha sido através da
pele. Portanto, ha um certo obstdculo na execucao de testes clinicos, pois fica evidente quais
individuos utilizaram placebos e os que utilizaram DMSO (MUIR, 1996).

E um solvente polar de baixa toxicidade, atravessando facilmente as membranas da
maioria dos tecidos de animais e do homem, sendo totalmente absorvido pela pele, atingindo,
assim, rapidamente a corrente sanguinea (JACOB & HERSCHLER, 1985).

Essa capacidade provavelmente estd relacionada ao fato de se ligar ao hidrogénio e por
ser sua estrutura relativamente pequena. Essa combinacdo de propriedades resulta na
capacidade de o DMSO se associar com dgua, proteinas, carboidratos, dcidos nucléicos,

substancias i0nicas e outros componentes do organismo (SZMANT, 1975).

Alcool Etilico (CH; CH,OH)

Alcool etilico, conhecido como etanol, é um solvente polar, depressor do SNC e estd
disponivel em algumas bebidas, sendo amplamente utilizado na indudstria cosmética e em
detergentes e é comumente usado como solvente industrial. Esse solvente € absorvido
rapidamente pelo estbmago e intestino delgado e raros sdo os casos de intoxicacdo aguda.
Porém, pode potencializar efeitos de outros farmacos quando usados concomitantemente

(VALE, 2003).
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2.3.2 Agente tensoativo utilizado no experimento

Tween 80 (Polissorbato 80) (CgsH124026)

Com essa denominacdo, sdo englobados diversos compostos de ésteres graxos do
sorbitano, os quais contém aproximadamente 20 unidades de 6xido de etileno. Devido ao grau de
esterificacdo, ao 4cido graxo constituinte (laurico, palmitico, estedrico ou oleico) e ao grau de
polimerizacdo do o6xido de etileno, os Tweens podem apresentar diversas propriedades,
classificando-se por ndmeros como 20, 40, 80, 85 (FONSECA & PRISTA, 1984).

A caracteristica hidrofilica da cadeia de polioxietileno faz dos produtos da linha Tween
tensoativos hidrofilicos, geralmente soldveis ou dispersiveis em dgua e empregados para a
obten¢do de emulsdes do tipo 6leo em dgua (O/A), como dispersantes ou solubilizantes de
Oleos. Esse agente tensoativo promove a reducdo da tensdo interfacial entre os componentes
da formulagdo, permitindo a obtencdo de emulsdes estiveis (FONSECA & PRISTA, 1984,
MERCK, 1996).

2.4 Avaliacao da sensibilidade de ixodideos a solventes e tensoativos

Poucos sdo os trabalhos publicados sobre a agdo e a toxicidade dos solventes ou
agentes tensoativos utilizados na solubilizacdo ou extracdo de principios ativos de plantas
com atividades carrapaticidas.

Dentre os artigos abordando o tema, destaca-se o de Beadles et al. (1973), que
verificaram a ac¢do de 130 solventes por meio do teste de imersdao de fémeas ingurgitadas da
espécie Anocentor nitens (=Dermacentor nitens), a fim de verificar a supressao de oviposi¢ao.
Para tanto, utilizaram técnica similar a usada por Drummond et al. (1971). Para esses autores,
¢ importante o conhecimento de todo produto contido na formulagdo em estudo, a fim de
determinar os efeitos individuais sem a presenca do principio ativo. A maioria dos solventes
testados demonstrou pouca ou nenhuma atividade ovicida.

Chagas et al. (2003), trabalhando com Boophilus microplus (=Rhipicephalus

microplus), testaram a sensibilidade de larvas e fémeas ingurgitadas em solventes na



19

concentracdo de 100%, os quais seriam testados em menores concentracdes (75%, 50% e
25%) caso provocassem mortalidade superior a 5%. Foram utilizados os solventes dlcool
etilico, alcool metilico, acetona, acetato de etila, dimetilsulféxido (DMSO), uma mistura
contendo Triton X-100 (0,05%) + dgua (0,6%) + alcool etilico (0,3%) e xilol. Para larvas, os
autores utilizaram a técnica, adaptada por Leite (1988), de sensibilidade em papel
impregnado, com os solventes sendo testados na auséncia e presenca de azeite e teste de
imersao, técnica essa desenvolvida por Shaw (1966). Quanto as fémeas, utilizou-se somente o
teste de imersdo.

Foi observado que as larvas ndo sofreram acao letal superior a 5% frente os solventes
alcool metilico, alcool etilico, acetona, acetato de etila e mistura com Triton no teste de
sensibilidade em papel impregnado. O DMSO a 25% causou mortalidade de 22,5% em 24h e
93% em 48h. O xilol causou mortalidade média de 100% e por isso foi testada também a
concentracdo de 5%, apresentando mortalidade de 1% em 24h e de 2,4% em 48h. A utilizagdo
do azeite ndo influenciou estatisticamente de forma significativa.

Quanto ao teste de imersdo de larvas, ndo houve avaliacdo da acdo do azeite, sendo
que o alcool etilico nao apresentou mortalidade superior a 5%, assim como alcool metilico a
75%, acetona a 50% e a mistura de Triton a 25%. O DMSO e o acetato de etila apresentaram
mortalidade acima de 40% das larvas até mesmo em concentragdo de 25%. O xilol apresentou
mortalidade significativa em todas as concentragdes testadas, incluindo a concentragdo de 5%.

No teste de imersdo de fémeas ingurgitadas, a presenca do azeite de oliva sobre os
solventes também foi testada e aumentou significativamente a mortalidade média causada
pelos solventes hidrofilicos. Na auséncia do azeite, todos os solventes em concentragdo de
100% apresentaram mortalidade superior a 5%; portanto, foram realizados testes em menores
concentracoes, sendo que metanol e etanol nido apresentaram mortalidade em concentragdes
inferiores a 100%. Na presenca de azeite, os solventes apresentaram mortalidade superior a
5% em todas as concentracdes testadas. Diante disso, conclui-se que, nos testes de imersao,
tanto de larvas quanto de fémeas ingurgitadas, a mortalidade média causada pelos solventes
hidrofilicos foi maior que no teste de papel impregnado, assim como as fémeas se mostraram
mais sensiveis que as larvas em testes de imersao.

Gongalves et al. (2007) testaram os efeitos dos solventes acetona, etanol, metanol e
dimetilsulfé6xido (DMSO) e dos agentes tensoativos Tween 80 e Triton X-100 em testes de
imersdo de larvas e fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus (=Rhipicephalus microplus).
Foram utilizadas solu¢des de pureza analitica de acetona, metanol e etanol e concentragdes de

1% de DMSO, 1% Tween 80 e 5% Triton X-100 (estes diluidos em dgua). No caso das larvas,
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apos a imersdo, foi feita incubacdo por 48h, observando-se que os solventes metanol e etanol,
assim como o agente tensoativo 1% Tween 80, ndo apresentaram mortalidade significativa. Ja
o solvente DMSO e o agente tensoativo Triton X-100 apresentaram mortalidade de 5 e 3%
das larvas, respectivamente. A acetona apresentou a maior mortalidade dentre os produtos
testados, apresentando mortalidade de 10% das larvas.

Quanto ao teste de imersdo de fémeas ingurgitadas, acetona e metanol, foram os
solventes que apresentaram a maior mortalidade, apresentando 100 e 45,3%, respectivamente,
como também o menor indice de postura de ovos. O etanol apresentou 14,2% de mortalidade,
mas ndo houve diferenca significativa em relagdo ao grupo controle quanto ao indice de
postura. As outras substdncias ndo apresentaram mortalidade significativa. Os resultados
encontrados pelos autores se assemelham aos de Chagas et al. (2003), nos quais as fémeas se
mostraram mais sensiveis que as larvas, e os solventes na concentracao absoluta apresentaram
mortalidade significativa. Entretanto, diferem no que tange a mortalidade de fémeas, uma vez
que neste estudo o metanol matou apenas 15% dos carrapatos.

Ravindran et al. (2011) testaram dez solventes de pureza analitica, comumente
empregados na extracdo de plantas medicinais: hexano, éter, n-butanol, dlcool isopropilico,
cloroférmio, glicerina, acetato de etila, acetona, etanol e metanol, no intuito de verificar os
efeitos toxicos sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) annulatus. Foram
realizados testes de imersdo, conforme descritos por Drummond et al. (1973), apresentando
100% de mortalidade das fémeas apds 24h no teste com hexano, cloroférmio, acetona e
95,8% de mortalidade em n-butanol. Eter, dlcool isopropilico e acetato de etila apresentaram
mortalidade superior a 80% e inibicdo considerdvel da postura. O metanol apresentou
mortalidade inferior a 5%; portanto, os autores o colocam como solvente de escolha para

dissolver extratos vegetais na busca de propriedades acaricidas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de desenvolvimento do estudo

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Artrépodes Parasitos (LAP) da
Universidade Federal de Juiz de Fora, localizado no municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais,

Brasil.

3.2 Obtencao e manutencao dos carrapatos

Fémeas de A. cajennense e D. nitens foram coletadas de equinos naturalmente
infestados no municipio de Seropédica (22° 44’ 38"S, 43° 42' 28"W), Rio de Janeiro. Apds a
coleta, as fémeas foram levadas para o LAP, onde foram lavadas em 4gua destilada, secas
com papel toalha, colocadas em placas de Petri e acondicionadas em camara climatizada
(27£1°C e UR>80%) para a realizacdo de postura. Apos 15 dias, os ovos foram pesados em
aliquotas de 200 mg, acondicionados em seringas plasticas com extremidade distal cortada e
vedadas com algodao hidréfilo, sendo mantidas nas mesmas condi¢des de temperatura e
umidade mencionadas anteriormente. As larvas submetidas aos experimentos tinham entre 15
e 21 dias de idade. O desenho experimental foi baseado nas metodologias utilizadas por

Chagas et al. (2003).

3.3 Experimentos

Foram utilizados os solventes etanol, metanol, acetona e xilol em pureza analitica. O
dimetilsulféxido (DMSO) e o agente tensoativo Tween 80 foram diluidos em dgua destilada e

testados na concentracdo 1%, seguindo as concentracdes utilizadas por Gongalves et al.
(2007).
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Para avaliar a sensibilidade de larvas das duas espécies, foi utilizado o teste de pacote
de larvas modificado por Chagas et al. (2002), em que papéis de filtro (2x2 cm) foram
impregnados com 40 ul da solugdo a ser testada e colocados no centro de papéis de filtro de
6x6 cm. Na sequéncia, aproximadamente 100 larvas foram adicionadas ao centro dos papéis
menores (2x2), e o papel maior foi dobrado ao meio e as extremidades foram vedadas com
clipes. Foram formados sete grupos, sendo seis tratados (cada um com uma substancia) e um
controle (dgua destilada), cada um com dez repeti¢des. Todos os grupos experimentais foram
mantidos em camara climatizada (27°Cx1 e UR>80%=10) e, ap6s 24 horas com utilizacao de
uma bomba de vicuo, foi feita a contagem das larvas vivas e mortas. O percentual de

mortalidade foi obtido pelas férmulas:

a) Mortalidade (%) = larvas mortas x 100
total de larvas

b) Mortalidade média (%) = X dos percentuais de morte das repeticdes
(N° de repeti¢des)

Esse procedimento foi realizado para as larvas de A. cajennense e D. nitens.
Foi determinado que as substancias em pureza analitica que causassem mortalidade
superior a 5% seriam testadas também nas concentragdes de 50, 25 e 1%, sendo utilizada a

mesma metodologia.

3.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software BioEstat versdo 5.0. Os
valores obtidos em porcentagem foram transformados em Varco seno x. Os valores médios de
cada tratamento foram analisados por testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis e Student
Newman-Keuls (p<0,05). Para substancias testadas em diferentes concentracdes, foi utilizado
o teste Pearson com o intuito de avaliar possivel correlacdo entre a diminuicdo das

concentracdes e o percentual de mortalidade.
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4 RESULTADOS

Na Tabela 1, para a A. cajennense, ndo foi observada mortalidade nos grupos tratados
com acetona, etanol, metanol e Tween 80 (1%), fato idéntico ao observado em relacdo ao
grupo controle. A mortalidade do grupo tratado com DMSO (1%) foi de 3,1%, sendo
estatisticamente similar (p>0,05) ao grupo controle. O xilol foi a Gnica substancia que causou
alta mortalidade (91,3%), sendo constatadas diferengas significativas (p<0,05) entre o
controle e o grupo tratado.

Com relacdo a D. nitens, a mortalidade observada para os grupos tratados com
acetona, alcool etilico, alcool metilico e Tween 80 (1%) e DMSO (1%) foi estatisticamente
similar (p>0,05) ao controle (0%). Assim como observado para a A. cajennense, foi possivel
constatar que o xilol foi a substancia de maior toxicidade para larvas de D. nitens, causando

mortalidade significativamente diferente (p<0,05) da observada para o controle (0%).

Tabela 1 — Mortalidade média de larvas de Amblyomma cajennense e Dermacentor nitens
tratadas com diferentes solventes e tensoativos sob condicio de laboratério (27+1°C e UR >
80+10).

Mortalidade média (%) + Desvio padrao

Amblyomma cajennense Dermacentor nitens

Agua destilada 0,0**40,0 0,04+0,0
Etanol 0,0*+0,0 144432
Metanol 0,0*4+0,0 0,0*4+0,0
Acetona 0,0*40,0 0,5+1,1
Xilol 91,3"+4,2 94,32+10,8
DMSO 1% 3,1%42,2 1,2*%437
Tween 1% 0,0*+0,0 0,0*+0,0

Nota: médias seguidas de letras maidsculas diferentes na linha e mindsculas na coluna diferem
significativamente (p<0,05).

Comparando a mortalidade média das duas espécies de carrapatos frente as mesmas
substancias, € possivel concluir que o DMSO (1%) apresentou diferenca significativamente
(p<0,05) superior para a A. cajennense. Ainda sim, essa diferenca ndo apresentou
significancia, visto que, conforme a metodologia utilizada, a mortalidade inferior a 5% das
larvas ndo seria considerada relevante. Para as demais substincias, ndo foram constatadas

diferencgas significativas (p>0,05).
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O xilol, por apresentar alta toxicidade e mortalidade superior a 90% das larvas, foi
testado nas concentracoes de 50, 25 e 1% e, por ndo ser solivel em dgua, foi utilizado metanol
para solubilizagao.

Na concentragdo de 1%, essa substancia causou mortalidade média de 1,9% das larvas
de A. cajennense, valores esses estatisticamente semelhantes (p>0,05) aos observados pelo
controle (0,0%) (Tabela 2). Nas concentracoes de 25, 50 e 100%, a mortalidade observada foi
de 14,3; 60,5; e 91,3%, respectivamente, apresentando diferencgas significativas (p<0,05) em
relacdo ao controle (Tabela 2).

Para D. nitens, a mortalidade constatadas para o xilol nas concentracdes de 1 e 25%
foi de 2,1 e 6,2%, respectivamente, revelando auséncia de diferencas significativas em relagcdo
ao controle (Tabela 2). Nas concentracdes de 50 e 100%, a mortalidade foi estatisticamente
superior (p<0,05) a mortalidade do grupo controle.

O teste de Pearson revelou correlagdo entre a diminui¢do das concentragdes de xilol e
as taxas de mortalidade obtidas para A. cajennense (r — 0.9146) (p<0,01) e D. nitens
(r — 0.8408) (p<0.01).

Tabela 2 — Mortalidade média de larvas de Amblyomma cajennense e Dermacentor nitens
tratadas com solvente xilol sob condicio de laboratorio (27+1°C e UR > 80+10).

Mortalidade média (%) + Desvio padrao

Amblyomma cajennense Dermacentor nitens
Agua destilada 0,0*4+0,0 0,0*4+0,0
Xilol 1% 1,9%4423 2,1°%43,3
Xilol 25% 14,3"4+15 4 6,2*%+3.8
Xilol 50% 60,5°*+28,3 93,3*546,8
Xilol 100% 91,3%+4,2 94,32+10,8

Nota: médias seguidas de letras maidsculas diferentes na linha e mindsculas na coluna diferem
significativamente (p<0,05).

Ainda sobre o xilol, foi possivel constatar que, na concentragdo de 25%, a mortalidade
de A. cajennense (14,3%) foi significativamente superior (p<0,05) do que a mortalidade
registrada de D. nitens (6,2%), sendo observado o inverso na concentragdo de 50% de xilol,
uma vez que a mortalidade para D. nitens (93,3%) foi significativamente superior (p<0,05) a
de A. cajennense (60,5%). Nas demais concentragdes, ndo foram constatadas diferencas

significativas (p>0,05).
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5 DISCUSSAO

Dentre os solventes testados em pureza analitica, foi possivel constatar que o etanol e
o metanol causaram pouca ou nenhuma mortalidade para larvas de A. cajennense € D. nitens;
portanto, podem ser considerados como solventes de baixa toxicidade para larvas desses
artrépodes. Esses resultados eram esperados, uma vez que ja foi evidenciado que o etanol e o
metanol também tiveram baixa toxicidade sobre larvas do carrapato dos bovinos. Chagas et al.
(2003) realizaram testes de pacote de larvas e constataram baixa toxicidade desses dois
solventes sobre Rhipicephalus microplus. Fato similar foi observado por Gongalves et al.
(2007) que, por meio de teste de imersao, também constataram que o etanol e o metanol nao
causaram mortalidade superior a 1% para larvas do carrapato dos bovinos. Chagas et al.
(2003) e Gongalves et al. (2007) apontam que tais solventes possuem acdo tdxica sobre
fémeas ingurgitadas de R. microplus, degradando a camada lipidica externa da cuticula e
levando a perda de dgua para o ambiente e, como consequéncia, a morte. Entretanto,
Ravindran et al. (2011) constataram, em teste de imersdo de fé€meas ingurgitadas de
Rhipicephalus (Boophilus) annulatus, que o metanol foi o solvente menos téxico, com
mortalidade média de aproximadamente 4%, ndo apresentando diferenga estatistica em
relacdo ao controle, o que reforga a hipétese de diferencgas interespecificas quanto ao teste de
sensibilidade.

A acetona causou mortalidade inferior a 1% para larvas de A. cajennense e D. nitens,
contrastando com os resultados obtidos por Gongalves et al. (2007), que observaram
mortalidade de 10% para larvas de R. microplus tratadas com acetona, e os obtidos por
Chagas et al. (2003), que, utilizando testes de imersdo, constataram que a acetona causou
mortalidade de 8,9% para larvas do carrapato dos bovinos. Tais diferengas estdo
possivelmente relacionadas com a diferenca de metodologia utilizada. Quanto ao teste de
pacote de larvas, Chagas et al. (2003) constataram que as larvas de Rhipicephalus microplus
ndo sofreram ac¢ao letal superior a 5% diante desse solvente.

O xilol, diferente do observado para os outros solventes testados em pureza analitica,
causou mortalidade superior a 90% para larvas de A. cajennense e D. nitens. Chagas et al.
(2003), em teste de pacote de larvas, também observaram que o xilol foi a substincia mais
téxica, entre os solventes testados, causando mortalidade de 100% para larvas de R.
microplus. A toxicidade do xilol pode estar correlacionada com o tamanho da molécula (n° de

carbonos). Beadles et al. (1973), avaliando o efeito de solventes sobre a ovipostura de fémeas
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ingurgitadas de D. nitens, observaram correlacdo entre o tamanho da molécula e a sua
capacidade de suprimir a oviposi¢do. A supressdo mdxima ocorreu com solventes que
apresentavam oito ou mais dtomos de carbono em suas moléculas. Nos testes realizados no
presente trabalho, esse fato se manteve, pois, entre os solventes testados em pureza analitica,
o xilol é o que apresenta maior numero de atomos de carbonos (oito), enquanto acetona e
metanol apresentam trés e o etanol apresenta apenas dois. Hadaway e Barlow (1958) e Chagas
et al. (2003) também apontam que a toxicidade dos solventes sobre artropodes pode estar
correlacionada ao peso molecular; nesse aspecto, o xilol possui peso molecular de 106,16,
valor superior ao observado para o etanol (46,07), metanol (32,04) e acetona (58,08).

O percentual de mortalidade obtido para larvas tratadas com dimetilsulféxido a 1%
foram inferiores a 4%, revelando baixa toxicidade para A. cajennense e D. nitens, fato
também observado por Gongalves et al. (2007), que constataram mortalidade de 5% para
larvas de R. microplus. A baixa toxicidade do DMSO pode estar correlacionada a
concentracdo utilizada (1%), uma vez que Chagas et al. (2003) relataram mortalidade
significativa até a concentragdo de 25% de DMSO para larvas de R. microplus.

O Tween 80, mesmo possuindo 64 dtomos de carbonos em sua férmula e peso
molecular de 1310,0, valores superiores aos observados para as outras substancias, ndo causou
mortalidade para larvas de A. cajennense e D. nitens, fato idéntico ao relatado por Gongalves
et al. (2007) em relacdo a larvas de R. microplus. Entretanto, a baixa toxicidade do Tween 80
observada no presente trabalho pode estar correlacionada com a concentracdo utilizada (1%),
fato que pode ter minimizado a ac@o dessa substancia sobre larvas de A. cajennense e D.
nitens, hipétese também levantada por Chagas et al. (2003) em relac@o a ac@o do Triton sobre
R. microplus. Esses indicios também sdo reforcados pelos resultados obtidos no segundo
experimento do presente trabalho, uma vez que foi observada correlagdo positiva entre a
diminui¢do das concentracdes de xilol e os percentuais de mortalidade para A. cajennense e
D. nitens, que nao chegou a 3% na concentra¢do de 1% de xilol.

Comparando os resultados obtidos no presente trabalho com os estudos realizados por
Chagas et al. (2003) e Gongalves et al. (2007), é possivel afirmar que, de maneira geral, larvas
de A. cajennense e D. nitens foram mais resistentes ao contato com solventes do que larvas de
R. microplus. Estudos que avaliam a atividade carrapaticida do timol sobre carrapatos também
tém apontado que larvas de R. microplus sao naturalmente mais sensiveis a esse monoterpeno
do que larvas de A. cajennense e D. nitens (MENDES et al., 2011; SCORALICK et al., 2011,
dados nao publicados). Tais diferencas podem estar correlacionadas com caracteristicas

particulares de cada espécie, como composi¢do e permeabilidade da cuticula.
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Assim, € possivel concluir que os solventes etanol, metanol, acetona, dimetilsulféxido
(1%) e o agente tensoativo Tween 80 (1%) ndo apresentaram toxicidade para larvas desses
carrapatos, assim como o xilol, testado na concentracdo de 1 e 25% para A. cajennense e D.
nitens, respectivamente. Entretanto, como a sensibilidade de carrapatos varia de acordo com o
estagio (CHAGAS et al. 2003; GONCALVES et al. 2007), existe a necessidade de estudos

futuros, avaliando o efeito desses solventes sobre os demais estdgios de A. cajennense.



28

6 CONCLUSAO

Pelos dados obtidos por meio deste estudo, concluiu-se que:

- os solventes etanol, metanol, acetona, dimetilsulféxido (1%) e o agente tensoativo
Tween 80 (1%) podem ser utilizados em estudos que avaliam atividade carrapaticida
envolvendo larvas de A. cajennense e D. nitens;

- concentracdes elevadas de xilol sdo toxicas para larvas de A. cajennense e D. nitens;

- foram observadas diferencas interespecificas quando comparados o solvente xilol na

concentracdo de 25% e o DMSO a 1%.
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