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“Os animais foram criados pela mesma mao

caridosa de Deus que nos criou. E nosso dever

protegé-los e promover o seu bem—estar.”
Madre Teresa



4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

5.1

5.2

viii

Sumario

Lista de tabelas..........cooiiiiiiiiie s X
Lista de IUSTFaCOES. ......c..ecoveiveeiecie e XI
RESUMIO. ... Xl
N ] £ - Uo! SRR X1
1] 8 oo [N oF Lo TSR USSSPRRS 13
REVISAD de LIteratura........ccooeiviiiiiiiieiiieiee e e 15
] (=] 1103 = 20

Avaliacdo da toxicidade de solventes e surfactante sobre os estagios

imaturos de Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae)..................... 23
RESUMO. ... 23
1] 8 oo [N oF Lo TSR URSOSPSRS 24
Material @ MELOAOS........coiiieiiiieetre e 25
RESUITATOS. ... s 26
DISCUSSEO. ...tttk bbbttt b et b e ene e 29
R =T =] T = TN 31

Avaliacdo da toxicidade de solventes e surfactante a larvas
ingurgitadas e ninfas ndo ingurgitadas e ingurgitadas de
Amblyomma cajennense (Acari: 1Xodidae)........c.ccoovveveneneneninnneenen, 33

R BSUIMIO . ..ot e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e rree e aeas 33

INEFOAUGAD. .....cviiiiiiiiiee e 34



5.3

5.4

5.5

5.6

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

Material @ METOTOS. .......cuvviriiieiiiiece e 35
RESUITAOS. ... e 37
DISCUSSAOD. ...ttt siee ettt ee sttt sttt et e e ste e e sbeesaesreenteaneesneenrens 38
=] 5] 0103 o L 41

Estudos preliminares sobre ectoparasitos de aves silvestres de

fragmentos de Mata Atlantica da Zona da Mata de Minas Gerais...... 44
1] 8 oo [N oF Lo TSSO SUSSOSRRS 44
Material @ METOTOS. .......cueviriiiiiicere s 44
RESUITAOS. ... 45
CONCIUSAD. ... ettt ettt 46
RETEIENCIAS. ... eve i 47



Tabelal

Tabela2

Tabela3

Tabelad

Tabelab

Tabela6

Tabela7

Lista de tabelas

Mortalidade média de larvas ndo ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus tratadas com diferentes solventes e surfactante em condicoes
de laboratério (27+1°C e
URS>80EL10D0).....cuecviiieieiieiesiesieiestesie sttt sae e sessesseseesesnenens

Mortalidade média de larvas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus
tratadas com diferentes concentracGes de solventes e surfactante em
condicdes  de laboratério (27x1°C e
URSB0ZL090)...veveeveereeriesiestesieeteeeeeeseeste e stessessessasseessessessessessessessessessensens

Mortalidade média de ninfas ndo ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus tratadas com diferentes solventes e surfactante em condigdes
de laboratdrio (27x1°C e
URS>80EL1090)....cveeeveieierieieie sttt

Mortalidade média de ninfas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus
tratadas com diferentes concentracGes de solventes e surfactante em
condigdes de laboratério (27£1°C e
URS80EL1090)....eevevieviiieieiieresiesieese sttt se s ssese s seesassees

Mortalidade média de larvas ingurgitadas de Amblyomma cajennense
tratadas com diferentes concentracdes de solventes e surfactante sob

condigdes de laboratério (27£1°C e
URSB0ZL090)...cveveeveerierie sttt sieeieeee ettt sttt st st snesresneeneens
Mortalidade média de ninfas ndo ingurgitadas de Amblyomma cajennense
tratadas com diferentes solventes e
SUITACTANTE. ... .t re e

Mortalidade média de ninfas ingurgitadas de Amblyomma cajennense
tratadas com diferentes concentracdes de solventes e surfactante sob
condigdes de laboratério (27£1°C e
URS>B0EL1090)....ccvevieveiieieieie sttt sttt na st seene s s

27

27

28

28

37

38



Graficol

Gréafico2

Lista de ilustracbes

NUmeros de  espécimes  correspondentes

EXAMINAUBS. ...ceeee e e eeee e

NUmero de aves que

ECLOPArASITOS. ... eecveevieerie e eie st

Xi

as  familias
45



xii

Resumo

O presente estudo objetivou avaliar a toxicidade de diferentes solventes e do
Tween 80 sobre os estagios imaturos de Rhipicephalus sanguineus e sobre larvas e
ninfas ingurgitadas e ninfas ndo ingurgitadas de Amblyomma cajennense. Para larvas
néo ingurgitadas de R. sanguineus foi utilizado o teste de pacote de larvas modificado e
a mortalidade foi avaliada ap6s 24 horas. O mesmo teste foi adaptado para a realiza¢éo
do experimento com ninfas ndo ingurgitadas das duas espécies e nesses dois
experimentos foram testados 0s solventes etanol, metanol e acetona puros e
dimetilsuféxido e tween 80 na concentragdo de 50ul/ml. Em relacdo aos testes com
larvas e ninfas ingurgitadas foi utilizada a metodologia de imersdo e a mortalidade foi
avaliada apos 15 dias. Os solventes etanol, metanol e acetona foram testados nas
concentracdes de 50, 250, 500, 750 e 1000 pl/ml, enquanto que o solvente
dimetilsuféxido e o surfactante Tween foram testados somente a 50ul/ml, no entanto,
para A.cajennense o surfactante foi acrescido com a concentracdo de 25ul/ml para os
estagios ingurgitados. Para cada teste foi feito um controle com agua destilada. Foram
feitas dez repetiches por tratamento e 0s grupos experimentais foram mantidos em
camara climatizada (27£1°C e UR>80+10%). Para R. sanguineus a acetona se mostrou
toxica nos estdgios ingurgitados na maior concentracdo, o etanol e metanol foram
toxicos na maior concentracdo apenas para larvas ingurgitadas;, para as larvas
ingurgitadas de A. cajennense o etanol, metanol e a acetona forma tdxicos na maior
concentracdo e o Tween matou 52 e 80% das larvas para as concentracdes de 25 e
50ul/ml respectivamente, ja para ninfas ingurgitadas o metanol matou 17,4 e a acetona
100% quando testados em qualidade pura, as ninfas ndo ingurgitadas ndo demonstraram
sensibilidade aos solventes testados. Quanto a observacao preliminar sobre a presenca
de ectoparasitos em aves silvestres, foram examinadas 58 aves de 5 familias com

prevaléncia de 15,5% de ectoparasitos.

Palavras-Chave: Carrapato vermelho do cdo, carrapato estrela, solventes, surfactante
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Abstract

The present study aimed to evaluate the toxicity of different solvents and of
Tween 80 in immature stages of Rhipicephalus sanguineus and in larvae and engorged
and non engorged nymphs of Amblyomma cajennense. For non engorged larvae of R.
sanguineus it was utilized the larval packet test modified and mortality was evaluated
after 24 hours. The same test was adapted for non engorged nymphs of both species and
in both assays were tested ethanol, methanol and acetone in its pure concentrations and
dimethylsulphoxide and Tween 80 in a concentration of 50ul/ml. For engorged larvae
and nymphs it was utilized the immersion test and mortality was available after 15 days.
The solvents ethanol, methanol and acetone were testes at concentrations of 50, 250,
500, 750 and 1000 pl/ml, while dimethylsulphoxide and the surfactant Tween were
tested at concentrations of 50pl/ml, however, in the assays with A.cajennense engorged
stages, the surfactant was added with a concentration of 25ul/ml. Ten repetitions were
made for each treatment and the experimental groups were maintained in a BOD
incubator (27£1°C e UR>80+10%).For each test it was made a control group with
distilled water. For R.. sanguineus acetone showed toxic effects in engorged stages at
the higher concentration, ethanol and methanol were toxic at higher concentration only
for engorged larvae; to engorged larvae of A. cajennense the ethanol, methanol and
acetone were toxic in the higher concentrations and the Tween caused mortality of 52
and 80% of larvae in concentrations of 25 and 50ul/ml respectively, for engorged
nymphs, methanol caused a mortality of 17,4 and acetone of 100% when tested in pure
concentrations, the tested solvents did not show any effect in engorged nymphs. As a
preliminary remark on the presence of ectoparasites in wild birds, 58 birds were

examined from 5 families with a prevalence of 15.5% of ectoparasites.

Key-words: Brown dog tick, star tick, solvents, surfactant
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1 Introdugéo

Rhipicephalus sanguineus, popularmente conhecido como carrapato vermelho
do céo, € uma espécie nativa do continente africano que deve sua distribuicdo pelo
mundo pela peregrinagdo do homem levando consigo o cdo domeéstico (Leonard et al.
2002). Trata-se de um parasito de trés hospedeiros, tendo se tornado praga em
ambiente urbano. Seus principais hospedeiros sdo o0s cédes e outros mamiferos embora
possa ser encontrado parasitando aves e répteis, causando danos diretos (espoliacédo
sanguinea) e indiretos (transmissbes de agentes patogénicos) aos hospedeiros
(Labruna 2004; Dantas-Torres 2008) assim como a transmissao de patdgenos para 0s
seres humanos (Sousa e Bacelar 2004; Matsumoto et al. 2005).

Amblyomma cajennense, comumente conhecido por “carrapato estrela”, é um
ixodideo que se encontra amplamente difundido desde o sul dos Estados Unidos até o
norte da Argentina (Guglielmone et al. 2006). Os hospedeiros preferenciais deste
carrapato Sao 0S equinos e capivaras, entretanto, devido a sua baixa especificidade
parasitaria, principalmente dos estagios imaturos, pode parasitar outros mamiferos
domeésticos e silvestres, além de aves e do proprio ser humano (Guimaraes et al.
2001; Oliveira 2004;. Souza et al. 2004; Martins et al. 2004; Labruna et al. 2007). O
parasitismo ocasiona espoliacdo sanguinea, podendo ainda provocar lesbes e
transmitir patdgenos (Leite etal. 1998; Oliveira 2004; Prata 2005). Constitui-se
também risco significativo em saude publica, ja que é o principal vetor da Rickettsia
rickettsii, agente etioldgico da febre maculosa na América do Sul (Lane & Crosskey
1993, Lemos et al. 1997).

O uso de carrapaticidas sintéticos € o método tradicional, de controle de
ambas as espécies; entretanto, o uso de substancias extraidas de plantas vem
despertando grande interesse entre a comunidade cientifica, devido a inUmeras
vantagens, quando comparado ao uso de produtos quimicos sintéticos: os inseticidas
naturais sao obtidos a partir de recursos renovaveis e sdo rapidamente degradaveis e
0 desenvolvimento da resisténcia de pragas a essas substancias também se faz de
forma mais lenta (Baladrin et al. 1985; Chagas 2004). No entanto, a extracdo de
6leos essenciais e outras substancias a partir de plantas requer metodologias de
solubilizacéo; para os testes com essas substancias sdo necessarios o0 uso de solventes
que devem ter pouco ou nenhum efeito sobre as espécies do carrapato alvo, de modo
que os resultados reflitam a real atividade acaricida da substancia a ser testada
(Beadles et al. 1973; Ravidran et al. 2011).
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Estudos sobre a sensibilidade de carrapatos aos solventes e agentes
tensoativos foram realizadas em larvas de Dermacentor nitens e Amblyomma
cajennense (Resende et al. 2012), fémeas ingurgitadas de D. nitens (Beadles et al.
1973), larvas ndo ingurgitadas e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
(Chagas et al. 2003; Gongalves et al. 2007) e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
annulatus (Ravidran et al. 2011). Os resultados demonstram que a susceptibilidade
varia de acordo com a natureza do solvente ou tensoativo, e com 0 estagio de
desenvolvimento do carrapato; dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a acéo de diferentes solventes e de um surfactante sobre os estagios imaturos
de R. sanguineus e sobre larvas e ninfas ingurgitadas e ninfas ndo ingurgitadas de A.

cajennense.
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2 Revisao de literatura

2.1 Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806)

Rhipicephalus sanguineus, popularmente conhecido como carrapato vermelho
do cdo, é espécie nativa do continente africano, com ampla distribuicdo mundial
(Leonard et al. 2002). Trata-se de um parasito heteroxeno, tendo se tornado praga em
ambiente urbano. Seus principais hospedeiros sao o0s cdes e outros mamiferos embora
possa ser encontrado parasitando aves e répteis causando danos diretos (espoliacéo
sanguinea, prurido, estresse) e indiretos (transmissdes de agentes patogénicos) como
Ehrlichia canis, Babesiose canis, Hepatozoon canis, aos hospedeiros (Labruna 2004;
Dantas-Torres 2008) assim como a transmissdo de patdgenos para 0s seres humanos
(Sousa e Bacelar 2004; Matsumoto et al. 2005).

Nas ultimas décadas tanto a prevaléncia quanto a intensidade das infestacoes
por esse carrapato em cdes vem aumentando, hoje em dia ja se encontram no
mercado varios produtos de diferentes bases quimicas que sdo especificos para o
controle de R. sanguineus (Labruna, 2004), atualmente junto com as pulgas esse
carrapato é considerado o principal ectoparasito de cdes em todo o Brasil.

2.2 Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)

Amblyomma cajennense, comumente conhecido por “carrapato estrela”, é um
ixodideo que se encontra amplamente difundido desde o sul dos Estados Unidos até o
norte da Argentina (Guglielmone et al. 2006). Os hospedeiros preferenciais deste
carrapato sdo 0s equinos e capivaras, entretanto, devido a sua baixa especificidade
parasitaria, principalmente dos estagios imaturos, pode parasitar outros mamiferos
domésticos e silvestres, além de aves e do proprio ser humano (Guimaraes et al.
2001; Oliveira 2004;. Souza et al. 2004; Martins et al. 2004; Labruna et al. 2007). O
parasitismo ocasiona espoliacdo sanguinea, podendo ainda provocar lesdes e
transmitir  patdgenos (Leite et al.1998; Oliveira 2004; Prata 2005). Constitui-se
também risco significativo em salde publica, ja que é o principal vetor da Rickettsia
rickettsii, agente etioldgico da febre maculosa na Ameérica do Sul (Lane & Crosskey
1993, Lemos et al. 1997).



16

O uso de carrapaticidas com base em principios ativos sintetizados ainda é a
forma mais utilizada para o controle desse carrapato; no entanto, as desvantagens do
uso indiscriminado e sem orientacdo técnica adequada aumentam o impacto negativo
sobre meio ambiente e pode levar a selecdo de carrapatos resistentes aquelas bases

quimicas (Ravindran et al. 2011).

2.3 Solventes e tensoativos

O uso de carrapaticidas sintéticos com base em principios ativos sintetizados, é
o0 metodo tradicional no controle dos carrapatos; entretanto, o uso de substancias
extraidas de plantas vem despertando grande interesse entre a comunidade cientifica,
devido as inimeras vantagens, quando comparado ao uso de produtos quimicos
sintéticos: os inseticidas naturais sdo obtidos a partir de recursos renovaveis e sao
rapidamente degradaveis e o desenvolvimento da resisténcia de pragas a essas
substancias também se faz de forma mais lenta (Baladrin et al. 1985; Chagas 2004).
No entanto, a extracdo de 6leos essenciais e outras substancias a partir de plantas
requerem metodologias de solubilizacdo, para os testes com essas substancias sao
necessarios 0 uso de solventes que devem ter pouco ou nenhum efeito sobre as
espécies do carrapato alvo, de modo que os resultados reflitam a real atividade
acaricida da substancia a ser testada (Beadles et al. 1973; Ravidran et al. 2011).

Solventes sdo substancias quimicas ou uma mistura liquida de substancias
quimicas capazes de dissolver outro material de utilizacdo industrial. Geralmente o
termo “solvente” se refere a um composto de natureza organica. Apesar de suas
composi¢des quimicas serem tdo diversas, os solventes tém certo nimero de
propriedades comuns: sdo compostos liquidos lipossolUveis, possuem grande
volatilidade, sdo muitos inflamaveis, e produzem importantes efeitos toxicos
(National, 2010). No presente estudo foram utilizados os solventes: Etanol (CHs
CH,OH); metanol (CH30OH); acetona (CH3),CO e dimetilsufoxido (DMSO)
(C2HgOH) em diferentes concentragdes que variou de acordo com o estagio do
carrapato a ser testado.

Os tensoativos sdo moléculas anfifilicas, ou seja, possuem, na sua estrutura,
duas regides de polaridade opostas: uma polar (hidrofilica) e outra apolar
(hidrofobica). A presenca destas duas regides distintas em uma mesma molécula

possibilita adsor¢es nas interfaces ar-agua, Oleo-agua e solido-agua. A regido
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hidrofilica é constituida por grupos polares de carater idnico ou ndo-iénico ligados a
uma ou mais cadeias alquilicas (regido hidrofobica), onde o nimero de carbonos
varia entre oito a dezoito atomos. De acordo com suas caracteristicas peculiares, 0s
tensoativos atuam como detergentes agentes emulsificantes, dispersantes ou
solubilizantes (Rossi et al., 2006). Foi utilizado para os testes do presente estudo o
tensoativo Tween 80 (CgsH124026) Na concentracdo de 50ul/ml, comumente utilizada
em testes e ao ocasionar mortalidade de algum estagio, optou-se por verificar a
concentragédo de 25ul/ml.

Estudos sobre a sensibilidade de carrapatos aos solventes e agentes
tensoativos foram realizadas em larvas de Dermacentor nitens e Amblyomma
cajennense (Resende et al. 2012), fémeas ingurgitadas de D. nitens (Beadles et al.
1973), larvas de Rhipicephalus microplus , fémeas ingurgitadas (Chagas et al. 2003;
Goncalves et al. 2007) e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus annulatus (Ravidran
et al. 2011). Os resultados demonstram que a susceptibilidade varia de acordo com a
natureza do solvente ou tensoativo, e com o estagio de desenvolvimento do
carrapato.

Dessa forma torna-se necessario a determinagdo da toxicidade dos solventes
utilizados em testes com carrapatos, a fim de que a atividade carrapaticida das

substancias testadas ndo seja mascarada.

2.4 Avaliacao da sensibilidade de ixodideos a solventes e tensoativo

Poucos sdo os trabalhos que investigaram a sensibilidade dos diferentes
estagios dos ixodideos em relacdo aos solventes e tensoativos, 0 que se torna
relevante uma vez que a maioria dos produtos advindos de plantas, necessitam de
solventes para sua solubilizacdo e homogeneizacéo.

Dentre os estudos que ja foram publicados, destaca-se Chagas et al. (2003) que
testaram o etanol, metanol, acetona,acetato de etila, DMSO, Triton x-100 e o xilol
em qualidade pura e também na presenca e auséncia de azeite de oliva, sobre larvas
ndo ingurgitadas e fémeas de Rhipicephalus microplus, quando a mortalidade
apresentada era superior a 5% eram testados em concentraces menores, nesse
estudo, solventes de baixo peso molecular e pouca viscosidade, como o alcool
metilico e o alcool etilico, ndo interferiram na mortalidade meédia em testes

bioldgicos de R. microplus, principalmente em concentracfes inferiores a 76%, foi
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utilizado o teste de papel impregnado para larvas e o teste de imersdo para larvas e
fémeas, sendo que o teste de papel impregnado demonstrou a menor taxa de
mortalidade 30,4% para as larvas, enquanto a imersdo de larvas foi de 40,5% e a
imerséo de fémeas 55,1%.

Gongalves et al. (2007) em seu trabalho testaram os solventes metanol, acetona
e etanol em pureza analitica, DMSO e Tween em concentracdo de 1% e o triton x-
100 a 5%, sobre larvas e fémeas de R. microplus em testes de imersdo, sendo as
larvas submersas em pacotes de TNT por 5 minutos e observaram maior resisténcia
das larvas, com mortalidade de 10% apenas no solvente acetona, enquanto que para
as fémeas o etanol matou 14,2%, o metanol 45,3% e a acetona matou 100% das
fémeas.

Ravindran et al. (2011) em teste de imersdo com fémeas de Rhipicephalus
annulatus testaram 0s solventes hexano, éter, butanol, alcool isopropilico,
cloroférmio, glicerol, acetato de etilo, acetona, etanol e metanol e concluiram que o
metanol foi 0 menos toxico para as fémeas de R. annulatus enquanto que o hexano,
cloroférmio, n-butanol e a acetona foram os mais toxicos chegando a 100% de
mortalidade.

Em contrapartida Resende et al. (2012) em teste de pacote de larvas nédo
ingurgitadas de Amblyomma cajennense e Dermacentor nitens, testaram os solventes
etanol, metanol, acetona em qualidade pura, xilol , DMSO e tween em concentracdo
de 1% e observaram mortalidade significativa apenas para o uso do xilol que apesar
da baixa concentracdo apresentou mortalidade de 90% para ambas as espécies.

Tendo em vista a discrepancia de resultados apresentados devemos levar em
consideracdo as diferencas inter e intraespecificas uma vez que estamos tratando de
espécies distintas de ixodideos e de estagios diferentes de uma mesma espécie e de
espécies diferentes também.

O carrapato ao iniciar o repasto sanguineo sofre uma distensdo da cuticula e
uma deposicao de cera, no entanto a epicuticula parece ser de uma estrutura uniforme
sobre todo o animal e parece ser o mesmo em larvas, ninfas e adultos, diferengas na
propriedade sdo devidas a diferencas na procuticula, que abriga profundas dobras zig
zag que podem variar de profundidade dependendo do estagio do carrapato
(Hackman, 1982), ja que a alimentacdo da larva se faz de forma mais lenta o
aumento do tamanho e da cuticula secretada também se faz de forma mais lenta o

que poderia estar relacionado com uma menor quantidade de ceras e
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consequentemente uma menor degradacdo da cuticula frente a utilizagdo de

solventes lipossoluveis.
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4.1 Resumo

O presente estudo objetivou avaliar a toxicidade de diferentes solventes e o
surfactante tween 80 sobre larvas e ninfas de Rhipicephalus sanguineus. Para larvas ndo
ingurgitadas foi utilizado o teste de pacote de larvas modificado e a mortalidade foi
avaliada ap06s 24 horas. O mesmo teste foi adaptado para a realizacdo do experimento
com ninfas ndo ingurgitadas e nesses dois experimentos foram testados os solventes
etanol, metanol e acetona puros e dimetilsuféxido e tween 80 na concentra¢do de 50
pul/ml. Em relacdo aos testes com larvas e ninfas ingurgitadas foi utilizada a
metodologia de imersdo e a mortalidade foi avaliada ap6s 15 dias. Os solventes etanol,
metanol e acetona foram testados nas concentragdes de 50, 250, 500, 750 e 1000 pl/ml,
enquanto o solvente dimetilsuféxido e o surfactante tween 80 foram testados somente a
50 ul/ml. Para cada teste foi feito um controle com agua destilada. Foram feitas dez
repeticdes por tratamento e 0s grupos experimentais foram mantidos em camara
climatizada (27+1°C e UR>80%£10%). Para larvas ndo ingurgitadas ndo houve
mortalidade; j& para larvas ingurgitadas os solventes etanol e metanol foram téxicos na
concentracdo pura enquanto a acetona apresentou toxicidade a partir concentracdo de
500 ul/ml. Para as ninfas ndo ingurgitadas e ingurgitadas ndo houve mortalidade que
diferisse estatisticamente (p>0,05) do grupo controle, com excecéo a acetona, que pura
matou 88% das ninfas ingurgitadas. Assim, podemos concluir que larvas ingurgitadas
foi o instar mais sensivel, seguido pelas ninfas ingurgitadas e que a acetona foi o

solvente mais téxico.

Palavras-chave: Carrapato vermelho do cdo, solventes, surfactantes.
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4.2 Introducgéo

Rhipicephalus sanguineus, popularmente conhecido como carrapato vermelho
do cdo, é espécie nativa do continente africano, com ampla distribuicdo mundial
(Leonard et al. 2002). Trata-se de um parasito heteroxeno, tendo os cdes como
hospedeiros preferenciais, causando danos diretos (espoliacdo sanguinea) e indiretos
(transmissBes de agentes patogénicos) para esses animais (Labruna 2004; Dantas-
Torres 2008). Esse ixodideo também pode transmitir patégenos para o homem, sendo
incriminado como vetor da bactéria Rickettsia rickettsii nos EUA e México e da
bactéria Rickettisia conorii na regido mediterranea (Sousa e Bacelar 2004;
Matsumoto et al. 2005).

O uso de carrapaticidas sintéticos com base em principios ativos sintetizados
é 0 método tradicional utilizado no controle de R. sanguineus; entretanto, o uso de
substancias extraidas de plantas vem despertando grande interesse na comunidade
cientifica, devido a inimeras vantagens, quando comparado ao uso de produtos
quimicos sintéticos; entre essas podemos citar o fato dos inseticidas naturais serem
obtidos a partir de recursos renovaveis e serem rapidamente degradados. Além disso,
0 desenvolvimento da resisténcia de pragas a essas substancias também se faz de
forma mais lenta (Baladrin et al. 1985; Chagas 2004). No entanto, para a realizacédo
de testes com 0leos, extratos e substancias puras extraidas de plantas, é necessario o
uso de solventes ou surfactantes para solubilizacdo dessas substancias. Esses agentes
de solubilizacdo devem ter pouco ou nenhum efeito sobre as espécies do carrapato
alvo, de modo que os resultados reflitam a real atividade acaricida da substancia a ser
testada (Beadles et al. 1973; Ravidran et al. 2011).

Estudos sobre a sensibilidade de carrapatos aos solventes e agentes tensoativos
foram realizadas para larvas de Dermacentor nitens e Amblyomma cajennense
(Resende et al. 2012), fémeas ingurgitadas de D. nitens (Beadles et al. 1973), larvas e
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (Chagas et al. 2003; Goncalves et
al. 2007) e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus annulatus (Ravidran et al. 2011a) e
Haemaphysalis bispinosa (Ravindran et al. 2011b). Os resultados demonstram que a
susceptibilidade varia de acordo com a natureza do solvente ou tensoativo, e com 0
estagio de desenvolvimento e espécie de carrapato. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a acdo de diferentes solventes e de um surfactante sobre larvas

e ninfas ndo ingurgitadas e ingurgitadas de R. sanguineus.
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4.3 Material e Métodos

4.3.1 Local de desenvolvimento do estudo e obtencédo dos carrapatos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Artropodes Parasitos (LAP) da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Minas Gerais, Brasil. Para a realizacéo
dos testes foram utilizadas larvas e ninfas provenientes da col6nia mantida através de
infestacOes artificiais em coelhos segundo técnica de Neitz et al. (1971). Os solventes
etanol, metanol, acetona, dimetilsuféxido (DMSQO) e o tensoativo tween 80 foram

obtidos da empresa Vetec Quimica Fina®.

4.3.2 Experimentos

4.3.3 Teste de pacote

O teste utilizado para larvas ndo ingurgitadas foi baseado na metodologia
de Stone e Haydoc (1962) adaptada por Monteiro et al (2012), em que
aproximadamente 100 larvas foram colocadas no centro de uma folha de papel de
filtro de medigdo de 6 x 6 cm, que foi dobrado ao meio e selado nas bordas com
clipes. Em seguida, o exterior de cada lado do pacote foi umedecido uniformemente
com 90 ul das substancias testadas. Os solventes etanol, metanol e acetona foram
testados na concentracdo de 1000 ul/ml, enquanto o solvente dimetilsuféxido
(DMSO) e surfactante tween 80 foram utilizados na concentracdo de 50 pl/ml.
Também foi formado um grupo controle tratado com agua destilada. Para cada
concentracdo foram feitas dez repeticOes e todos os grupos experimentais foram
mantidos em camara climatizada (27°C+1 e UR 80+10%). Apos 24 foi feita a
avaliacdo da mortalidade e o percentual foi obtido com a utilizagdo da formula:
Mortalidade (%) = (ninfas mortas total / total de ninfas) x 100.

No teste com ninfas ndo ingurgitadas utilizou-se 0 mesmo método, sendo

colocadas cinco ninfas em cada pacote.
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4.3.4 Teste de Imersdo

Nesse procedimento os solventes etanol, metanol e acetona foram utilizados
nas concentracdes de 50, 250, 500, 750 e 1000 pl/ml, enquanto o DMSO e o
surfactante tween 80 foram testados na concentragdo 50 pl/ml.

Para larvas ingurgitadas, foi utilizado o teste de imerséo em que 850 carrapatos
foram distribuidas em 17 grupos com 50 espécimes (cada grupo = um tratamento).
Estes grupos foram imersos em 20 ml das solucdes a serem testadas durante cinco
minutos, em adaptacdo do teste de imersdo de fémeas ingurgitadas descrito por
Drummond et al. (1973). Apos o periodo de imersédo, cada grupo foi dividido em 10
subgrupos com cinco larvas acondicionados em tubos de ensaio (cada subgrupo =
uma unidade experimental), vedados com algoddo e mantidos em camara climatizada
(27£1 C e UR> 80+10%). Dessa forma, foram feitas dez repeticdes por grupo. No
controle, as fémeas foram imersas por cinco minutos em &gua destilada. Ap6s 15 dias
foi feita a avaliacdo da mortalidade e o percentual foi calculado pela seguinte
férmula: Mortalidade (%) = (total de larvas mortas/total de larvas) x 100.

No teste com ninfas ingurgitadas foi utilizado o mesmo procedimento

experimental.
4.3.5 Anélise estatistica

A anélise estatistica foi realizada com o programa Biostat versdao 5.0. Os
valores percentuais foram transformados em ‘arco seno x e comparados pelo teste de
Kruskal-Wallis e Student Newman-Keuls testes (p<0,05).

4.4 Resultados

No teste com larvas ndo ingurgitadas, nao foi verificado mortalidade em nenhum

dos grupos tratados (p>0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Mortalidade média de larvas ndo ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus tratadas

com diferentes solventes e surfactante em condig8es de laboratério (27+1°C e UR>80+10%).

Tratamentos Média + Desvio padrao
Controle 0,0+0,0
Etanol - 1000 pl/ml 0,0+0,0
Metanol - 1000 pl/ml 0,0+0,0
Acetona - 1000 pl/ml 0,0+0,0
*DMSO - 50 pl/ml 0,0+0,0
Tween 80 - 50 pl/ml 0,0+0,0

*DMSO — dimetilsufoxido

Para larvas ingurgitadas, a mortalidade foi baixa para etanol e metanol nas

concentragdes de 50, 250, 500 e 750 pl/ml, sendo observados valores

estatisticamente semelhantes (p>0,05) ao verificados para o grupo controle.

Entretanto, a utilizacdo desses mesmos solventes na concentracdo de 1000 ul/ml

resultou em alta mortalidade (p<0,05) (68 e 41% para etanol e metanol,

respectivamente) (Tabela 2). Para a acetona, mortalidade elevada foi verificada a

partir da concentracdo de 500 pl/ml (p<0,05), chegando a 98% na maior

concentracédo (1000 pl/ml) (Tabela 2). Nos grupos tratados com DMSO e tween 80

na concentracdo de 50 pl/ml a mortalidade foi de 0% e 4%, evidenciando auséncia

de diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle (Tabela 2).

Tabela 2 — Mortalidade média de larvas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus tratadas com

diferentes concentracdes de solventes e surfactante em condicBes de

laboratério (27+1°C e

UR>80+10%).

Tratamentos Etanol Metanol Acetona *DMSO Tween 80
Controle 0,0°+0,0 0,0°40,0 0,0°+0,0 0,0°+0,0 0,0°+0,0
50 ul/ml 2,0%46,3 0,0°+0,0 0,0°+0,0 0,0°+0,0 4,7°£9,0
250 pl/ml 1,4%+45 0,02£0,0 1,6%+5,2 - -
500 pl/ml 7,1°49,3 3,3°+10,5 6,0+9,6 - -
750 pl/ml 6,0°+13,5 10,3%+15,7 28,1°+23 .6 - -
1000 pl/ml 68,2°+21,7  41,3"+22,7 98,0°+6,3 - -

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente ao nivel de 5%.
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Com relagdo as ninfas ndo ingurgitadas, nenhuma das substancias testadas
resultou em percentual de mortalidade superior a 5%, ndo sendo constatadas diferencas

significativas (p<0,05) entre os grupos tratados e o controle (Tabela 3).

Tabela 3 — Mortalidade média de ninfas ndo ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus tratadas com

diferentes solventes e surfactante em condigdes de laboratdrio (27+1°C e UR>80+10%).

Tratamentos Média £ Desvipad
Controle 2,0°46,3
Etanol - 1000 pl/ml 4,0°+8,4
Metanol - 1000 pl/ml 3,7°+7,8
Acetona - 1000 pl/ml 4,5°+9,6
*DMSO - 50 pl/ml 4,0°+8,4
Tween 80 - 50 pl/ml 4,0°+8,4

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5%.

Para ninfas ingurgitadas, os solventes etanol e metanol em todas as
concentragOes testadas causaram baixas taxas de mortalidade (p>0,05) (Tabela 4). Para
acetona, apenas o valor obtido com a utilizagdo da maior concentragdo (1000 pl/ml)
diferiu significativamente (p<0,05) do controle, sendo observado percentual de
mortalidade de 88% (Tabela 4). A mortalidade ocasionada pelo DMSO e o tween 80
foi de 2% e 6%, ndo sendo constatadas diferencas significativas em relacéo ao controle
(p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4 — Mortalidade média de ninfas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus tratadas com
diferentes concentrages de solventes e surfactante em condi¢es de laboratério (27+1°C e
UR>80+10%).

Etanol Metanol Acetona *DMSO  Tween 80
Controle 6,0°+9,6 6,0%+9,6 6,0°+9,6 6,0+9,6 6,0+9,6
50 pl/mi 6,0%+13,5 2,0%46,3 4,0°+8,4 2,0°46,3  6,0°+9,7
250 pl/ml 2,0°+6,3 6,0%+9,6 4,0°+8,4 - -
500 pl/ml 4,0°+6,3 0,0°+0,0 16,0°%+12,6 - -
750 pl/ml 6,0%+13,5 10,0°%+10,5 10,0%+10,5 - -
1000 pl/ml 10,0%+14,1 2,0%46,3 88,0°+10,3 - -

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente ao nivel de 5%.



29

4.5 Discussao

A crescente preocupacdo a respeito das desvantagens do uso indiscriminado
de carrapaticidas tem feito que muitos acarologistas direcionem suas pesquisas para a
investigacdo de substancias de origem vegetal com atividade carrapaticida, buscando
novas alternativas de controle desses artropodes (Clemente et al, 2010.; Mendes et al,
2011;. Borges et al, 2011; Gomes et al. 2012). Entretanto, poucos estudos tém foram
realizados para avaliar o efeito dos solventes e surfactantes sobre carrapatos (Chagas
et al, 2003; Gongalves et al, 2007.), sendo esse o primeiro estudo a investigar a
toxicidade para estagios imaturos de R. sanguineus. Os resultados obidos aqui e
discutidos na sequéncia sdo de fundamental importancia, servindo como guia para
eleicdo dos agentes de solubilizacdo adequados, uma vez que o ideal € que esses
solventes sejam eficientes e que ndo apresentem toxicidade para o carrapato,
permitindo assim, avaliar a real atividade carrapaticida da substancia de origem
vegetal testada (Ravindran et al. 2011).

Para larvas ndo ingurgitadas de R. sanguineus os solventes etanol, metanol e
acetona testados em qualidade pura e 0 DMSO e o tween 80 na maior concentracdo
de 50 pm/ml ndo apresentaram toxicidade, ndo sendo observado mortalidade de
nenhuma larva em todos os tratamentos. Esses resultados estdo de acordo com o0s
dados obtidos para A. cajennense e D. nitens em estudo conduzido por Resende et al.
(2012), uma vez que essas mesmas substancias também n&o apresentaram toxicidade
para larvas ndo ingurgitadas desses ixodideos. A baixa toxicidade do etanol, metanol,
DMSO e tween 80, também foram verificado para larvas ndo ingurgitadas de R.
microplus, diferindo do observado para a acetona, que causou mortalidade de 10%
(Gongcalves et al. 2007). Tal diferenca com relacdo a toxicidade da acetona pode estar
relacionada com a diferenca na susceptibilidade entre as espécies devido possiveis
diferencas na constituicdo e permeabilidade da cuticula. Estudos avaliando o
potencial de substancias de origem vegetal tem demonstrado que larvas de R.
microplus sdo mais sensiveis do que larvas de outros carrapatos quando desafiadas
com diferentes concentracdes de determinados monoterpenos e 6leos essenciais
(Scoralik et al. 2012; Daemon et al. 2012; Gomes et al. 2012).

Para ninfas ingurgitadas, também foi verificado que os solventes 0s solventes
etanol, metanol e acetona em qualidade pura e 0 DMSO e o surfactante tween 80 na
concentragdo 50 pl/ml apresentaram baixa toxicidade. Tal fato, pode estar
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relacionado a similaridade na composi¢do da cuticula das larvas e ninfas antes do
ingurgitamento (Hackman 1982).

Para larvas ingurgitadas de R. sanguineus os solventes etanol e metanol se
mostraram t0Xicos na maior concentracdo e a acetona se mostrou toxica a partir da
concentracdo de 500 pl/ml. A epicuticula que é camada mais externa do carrapato é
constituida principalmente de colesterol, que por sua vez € solivel em acetona,
etanol e metanol. Assim, esses solventes nas maiores concentragdes podem ter
degradado essa camada de colesterol, ocasionando a perda de dgua e a morte dos
carrapatos por desidratacdo (Gongalves et al. 2007; Odhiambo 1982), fato observado
para fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus annulatus (Ravindran et al. 2011a),
Haemaphisalis bispinosa (Ravindran et al. 2011b) e R. microplus (Goncalves et al.
2007).

Para ninfas ingurgitadas, apenas a acetona em qualidade pura foi tdxica,
causando mortalidade de 88% das ninfas. Esse fato nos remete a hipdtese de
diferenca na susceptibilidade entre os estagios, uma vez que para ninfas ingurgitadas
os solventes etanol e metanol ndo provocaram mortalidade significativa em nenhuma
das concentracdes testadas, diferindo dos resultados observados para larvas
ingurgitadas, em que o metanol e etanol na maior concentragdo também foram
toxicos. A acetona foi o solvente mais tdxico para fémeas ingurgitadas de R.
microplus (Chagas et al. 2003; Gongalves et al. 2007) e R. annulatus (Ravindran et
al. 2011ab). Esses autores atribuem a maior toxidade da acetona ao fato de ser o
solvente mais polar entre os utilizados, destruindo assim, de forma mais eficiente o
colesterol presente na epicuticula, causando a desidratacdo dos carrapatos.

O DMSO e o Tween 80 nao apresentou toxicidade para nenhum dos estagios
testados. Tal fato pode estar relacionado com a baixa concentragdo em que essas
substancias foram utilizadas, uma vez que nem mesmo a acetona que foi o solvente
mais toxico, teve algum efeito deletério para nenhum dos estagios quando utilizada
na concentracdo de 50 pl/ml. Essas substancias em baixas concentragdes também
apresentaram baixa toxicidade para fémeas ingurgitadas de R. microplus (Gongalves
et al. 2007) e R. annulatus (Ravindran et al. 2011c).

Os resultados do presente estudo evidenciam a maior susceptibilidade dos
estagios ingurgitados assim como também, maior toxicidade da acetona para esses

estagios.
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5 Avaliacéo da toxicidade de solventes e surfactante a larvas ingurgitadas e ninfas
nao ingurgitadas e ingurgitadas de Amblyomma cajennense (Acari: Ixodidae)

Fernanda Calmon®, Tatiane de Oliveira Souza Senra', Viviane Zeringéta', Renata da
Silva Matos', Diego Melo®, Caio Mércio de Oliveira Monteiro?, Erik Daemon'

1 — Programa de P6s-graduacdo em Comportamento e Biologia Animal da Universidade
Federal de Juiz de Fora, MG, Brasil.

2 —Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias Veterinarias da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

5.1 Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a sensibilidade de larvas e ninfas de A.
cajennense a diferentes solventes e um surfactante. Para larvas e ninfas ingurgitadas foi
utilizado o teste de imersdo e a mortalidade foi avaliada apds 15 dias sendo utilizado os
solventes etanol, metanol e acetona nas concentragfes de 50, 250, 500, 750 e 1000
pl/ml e dimetilsufoxido e Tween 80 nas concentracdes de 25 e 50 pl/ml. Para o teste
com ninfas ndo ingurgitadas foi feita adaptacdo do teste de pacote de larvas e a
mortalidade foi avaliada apds 24h e nesse procedimento os solventes etanol, metanol e
acetona foram testados somente na concentragédo de 1000 ul/ml, enquanto o DMSO e
Tween 80 foram testados na concentracdo 50 pl/ml. Para cada teste foi feito um grupo
controle com agua destilada. Foram feitas dez repeticdes por tratamento e 0s grupos
experimentais foram mantidos em camara climatizada (27+1°C e UR>80+£10%). Para
larvas ingurgitadas todos os solventes testados na maior concentragdo resultaram em
mortalidade superior a 94%; entretanto, nas demais concentracdes a mortalidade foi
baixa, sendo estatisticamente semelhante (p>0,05) ao controle; a mortalidade utilizando
0 Tween foi de 52 e 80% para concentracdo de 25 e 50ul/ml, apresentando diferencas
significativas (p<0,05) em relacdo ao controle; enquanto para 0 DMSO a mortalidade
foi de 16 e 14% para as mesmas concentracdes, sendo similar ao controle. Para ninfas
ndo ingurgitadas, todas as substancias testadas ndo foram tdxicas, apresentando
mortalidade inferior a 4%. Para ninfas ingurgitadas, a acetona pura resultou em taxa de
100% de mortalidade, entretanto, nas demais concentracfes a mortalidade foi baixa,
sendo similar (p>0,05) ao observado ao controle. Ainda sobre ninfas ingurgitadas, todas
as outras substancias testadas foram pouco toxicas, com exce¢do do metanol na maior
concentracdo que causou mortalidade de 17%. Os resultados obtidos permitem escolher
os solventes e as concentracdes adequadas para realizacdo de testes com substancias de
origem vegetal sobre estagio imaturos de A. cajennense.

Palavras- chave: Carrapato estrela, Acetona, Tween 80
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5.2 Introducéo

Amblyomma cajennense, comumente conhecido por “carrapato estrela”, ¢ um
ixodideo que se encontra amplamente difundido desde o sul dos Estados Unidos até o
norte da Argentina (Guglielmone et al. 2006). Os hospedeiros preferenciais deste
carrapato sd0 0s equinos e capivaras, entretanto, devido a sua baixa especificidade
parasitaria, principalmente dos estagios imaturos, pode parasitar outros mamiferos
domésticos e silvestres, além de aves e do proprio ser humano (Guimarées et al. 2001;
Oliveira 2004;. Souza etal. 2004; Martinsetal. 2004; Labrunaetal. 2007). O
parasitismo ocasiona espoliacdo sanguinea, podendo ainda provocar lesdes e transmitir
patogenos (Leite et al.1998; Oliveira 2004; Prata 2005). Constitui-se também risco
significativo em saude publica, ja que € o principal vetor da Rickettsia rickettsii na
América do Sul (Lane & Crosskey 1993, Lemos et al. 1997, Guedes et al. 2005).

O uso de carrapaticidas com base em principios ativos sintetizados ainda é a
forma mais utilizada para o controle desse carrapato; no entanto, as desvantagens do uso
indiscriminado e sem orientacdo técnica adequada aumentam o impacto negativo sobre
meio ambiente e pode levar a selecdo de carrapatos resistentes aquelas bases quimicas
(Ravindran et al. 2011).

Devido a necessidade de se buscar novas alternativas para o controle de
ixodideos, tem se intensificado os esforcos pela busca de produtos de origem vegetal
com atividade carrapaticida (Chagas et al. 2002; Chagas 2004; Fernandes e Freitas
2007; Ribeiro et al. 2007; Coskun et al. 2008; Sousa et al. 2008; Ferrarini et al. 2008.
Soares et al. 2009. Apel et al. 2009). Substancias de origem vegetal como 0leos
esséncias e substancias isoladas apresentam baixa solubilidade em &gua, sendo
necessaria a utilizacdo de solventes ou tensoativos que possam solubilizar essas
substancias para a realizagdo de testes de verificacdo de atividade carrapaticida;
entretanto, o solvente ou surfactante utilizado deve ter pouco ou nenhum efeito sobre as
espécies de carrapato alvo, de modo que o resultado reflita a real atividade carrapaticida
da substancia testada (Beadles et al, 1973; Ravindran et al, 2011).

Estudos sobre a sensibilidade de carrapatos a solventes e surfactantes foram
realizados para larvas ndo ingurgitadas e fémeas ingurgitadas de Dermacentor nitens
(Beadles et al., 1973; Resende et al. 2012) e Rhipicephalus microplus (Chagas et al,
2003;. Gongalves et al, 2007), fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus annulatus
(Ravindran et al., 2011a) e Haemaphysalis pispinosa (Ravindran et al. 2011b) e larvas

ndo ingurgitadas de A. cajennense (Resende et al. 2012). Os resultados demonstraram
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que a susceptibilidade varia de acordo com a natureza do solvente ou surfactante e com
0 estdgio de desenvolvimento, sendo as fémeas ingurgitadas mais sensiveis do que as
larvas nédo ingurgitadas (Chagas et al.,, 2003;. Goncalves et al., 2007). Como
mencionado anteriormente, para A. cajennense, foram feitos apenas testes com larvas
nédo ingurgitadas (Resende et al. 2012), sendo desconhecida a sensibilidade das outras
fases desse ixodideo para diferentes solventes e surfactantes. Assim, o presente estudo
teve como objetivo avaliar a sensibilidade de larvas e ninfas ingurgitada e de ninfas ndo

ingurgitadas de A. cajennense a diferentes solventes e tensoativo.

5.3 Material e Métodos

5.3.1 Local de realizacédo do estudo e obtencéo dos carrapatos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Artropodes Parasitos (LAP) da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Minas Gerais, Brasil. As larvas e ninfas
ingurgitadas e ndo ingurgitadas utilizadas no estudo foram provenientes da col6nia
mantida através de infestacOes artificiais em coelhos, segundo técnica de Neitz et al.
(1971).

Foram testados os solventes etanol, metanol, acetona, dimetilsuféxido (DMSQO) e

0 tensoativo Tween 80, adquiridos da empresa Vetec Quimica Fina®.

5.3.2 Testes

5.3.2.1 Teste de imersao

Este procedimento foi utilizado para larvas e ninfas ingurgitadas, sendo utilizada
a metodologia de Drummond et al. (1973) adaptada por Daemon et al. (2009). Os
solventes etanol, metanol e acetona foram testados nas concentracfes de 50, 250, 500,
750 e 1000 pl/ml, enquanto DMSO e o surfactante Tween 80 foram diluidos em agua
destilada nas concentracgdes de 25 e 50 pl/ml, pois geralmente ndo se utiliza mais que 50
pl/ml desses solventes na solubilizacdo de substancias de origem vegetal (Gongalves et
al. 2007).
Para realizacdo do teste, 850 carrapatos ingurgitados foram distribuidos em 17

grupos com 50 espécimes (cada grupo = um tratamento), sendo cada grupo tratado com
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uma concentracdo de determinado solvente ou surfactante. Estes grupos foram imersos
em 20 ml das solugbes a serem testadas, durante cinco minutos, e apds o periodo de
imersdo cada grupo foi dividido em 10 subgrupos (=dez repeticdes) com cinco
carrapatos cada e acondicionados em tubos de ensaio (cada subgrupo = uma unidade
experimental), vedados com algoddo e mantidos em camara climatizada (27+1°C e UR>
80+10%). No grupo controle os carrapatos foram tratados com agua destilada seguindo
a mesma metodologia.

Apds 15 dias o percentual de mortalidade foi calculado com a seguinte formula:

mortalidade (%) = (total de larvas mortas/total de larvas) x 100.

5.3.2.2 Teste de pacote de ninfas

Esse procedimento foi realizado para as ninfas ndo ingurgitadas, adaptando a
técnica de pacote de larvas proposta por Monteiro et al. (2012). O etanol, metanol e
acetona foram testados apenas puros devido a baixa toxicidade verificada para larvas
ndo ingurgitadas deste artropode (Resende et al. 2012). O dimetilsuféxido e o tensoativo
Tween 80 foram utilizados na concentracdo de 50 pl/ml.

Nesse procedimento, cinco ninfas foram colocadas no centro de papel filtro (6 x 6
cm) dobrado ao meio e vedado nas bordas com clipes. Em seguida, o exterior de cada
pacote foi umedecido uniformemente com 90 ul dos solventes e tensoativo testados.
Foram feitas 10 repeticGes para cada tratamento. No grupo controle, os carrapatos foram
tratados com &gua destilada. Todos os grupos foram mantidos em camara climatizada
(27+1°C e UR> 80+10%).

5.3.3 Andlise estatistica

A mortalidade foi avaliada apds 24 horas e o percentual de mortalidade foi obtido
pela formula: mortalidade (%) = (ninfas mortas total / total de ninfas) x 100.

Para os dois experimentos a analise estatistica foi realizada com o programa
Biostat versdo 5.0. Os valores percentuais foram transformados em arco seno V x e
comparados pelos testes ndo parametricos de Kruskal-Wallis e Student Newman-Keuls
(p<0,05).
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5.4 Resultados

O percentual de mortalidade verificado para larvas ingurgitadas tratadas com
etanol, metanol e acetona nas concentracdes de 50, 250, 500 e 750 ul/ml foi baixo,
apresentando valores estatisticamente similares (p>0,05) ao observado para o controle.
Entretanto, a concentra¢do de 1000 pl/ml desses mesmos solventes causou mortalidade
superior a 90%, diferindo significativamente (p<0,05) do grupo controle. Para 0 DMSO,
a mortalidade observada nas concentracfes de 25 e 50 pl/ml foram de 16% e 14%,
respectivamente, evidenciando auséncia de diferencas significativas (p<0,05) em
relacdo ao controle; no entanto, nas mesmas concentragdes de Twenn 80 as taxas de
mortalidade registradas foram de 50% e 80%, diferindo significativamente do controle
(p<0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 — Mortalidade média de larvas ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas com
diferentes concentracfes de solventes e surfactante sob condi¢bes de laboratorio (27+£1°C e
UR>80+10%).

Etanol Metanol Acetona Dimetilsufoxido Tween 80
Controle 0.0°+0.0 0.0%+0.0 0.0%+0.0 0.0%+0.0 0.0%+0.0
25pl/ml * * * 16.0%+30.98 52.0°+30.1
50ul/ml 2.024£6.3 5.0°+10.54 1.6%45.2 14.0°+21.18 80.0+21.0
250ul/ml 4.0°£8.4 4.0%£12.6 4.0£8.4 * *
500pl/ml 3.3%£10.5 0.0%+0.0 6.0°+13.4 * *
750ul/ml 7.0°+12.0 2.0%+6.3 9.0%+9.5 * *
1000ul/ml 94.0°+13.4 96.0°+8.4 100.0°+0.0 * *

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5%.

*Concentracao nao realizada.

No teste realizado com ninfas ndo ingurgitadas, a mortalidade observada em
todos os grupos foi inferior a 5%, sendo estatisticamente semelhante ao observado para
o controle (0%) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Mortalidade média de ninfas ndo ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas com

diferentes solventes e surfactante.

Tratamentos Média + DP
Controle 0.0°+0.0
Etanol - 1000 pl/ml 0.0°6,3
Metanol - 1000 pl/ml 2.0°£0.0
Acetona - 1000 pl/ml 4.0°+8.4
DMSO - 50 pl/ml 2.0°+6.3
Tween 80 - 50 pl/ml 0.0%£0.0

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5%

Para ninfas ingurgitadas apenas os valores referentes a mortalidade ocasionada pelo
metanol e acetona na maior concentracdo diferiram significativamente (p<0,05) do
grupo controle, sendo observado mortalidade de 17 e 100, respectivamente. Nos demais
tratamentos a mortalidade foi baixa, sendo estatisticamente similar ao controle (p>0,05)
(Tabela 7).

Tabela 7 — Mortalidade média de ninfas ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas com diferentes

concentragdes de solventes e surfactante sob condi¢Ges de laboratério (27+1°C e UR>80+10%).

Etanol Metanol Acetona Dimetilsufoxido Tween 80

Controle 0.0°+0.0 0.0°+0.0 0.0%+0.0 0.0%£0.0 0.0%+0.0

25 pl/ml * * * 0.0%£0.0 0.0%+0.0

50 pl/mi 0.0°+0.0 0.0°+0.1 2.0°+6.32 4.0°+8.4 4.0°+8.4
250 pl/ml 0.0°+0.0 0.0%+0.1 2.0°+6.32 * *
500 pul/ml 0.0°+0.0 0.0°+0.0 6.0°+9.66 * *
750 pl/ml 2.0°+6.3 0.0°+0.0 10.0%+10.54 * *
1000p1/ml 4.0°+8.4 17.4°+14.78 100.0°+0.00 * *

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5% (p>0,05).

*Concentracdo nao realizada.

5.5 Discussao

O estudo da toxicidade dos solventes diante dos carrapatos se faz de grande
importancia, uma vez que é necessaria a utilizacdo de solventes e/ou surfactantes para a
diluicdo de Oleos, extratos vegetais e substancias puras que possivelmente tenham

atividade carrapaticida; assim, torna-se necessaria a utilizacdo de agentes de
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solubilizacdo que apresentem pouca ou nenhuma toxicidade para 0s carrapatos,
permitindo a avaliacdo mais precisa do real potencial carrapaticida da substancia de
origem vegetal investigada (Ravindran et al. 2011; Mendes et al. 2011; Borges et al.
2011; Resende et al. 2012).

Dos solventes testados em larvas ingurgitadas, o etanol, metanol e a acetona se
mostraram tdéxicos na concentracdo de 1000 ul/ml, assim como o Tween 80 na
concentracdo de 25 e 50 ul/ml. A mortalidade das larvas ingurgitadas ocorre
provavelmente devido a destruicdo da camada de cera da epicuticula pela acdo dos
solventes lipossoluveis, fato verificado sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus
(Goncalves et al. 2007), R. annulatus e H. binospinosa (Ravindran et al. 2011a,b).
Entretanto, cabe destacar que no estudo conduzido por Resende et al. (2012) foi
verificado que esses solventes ndo foram toxicos para larvas ndo ingurgitadas de A.
cajennense. A maior resisténcia das larvas ndo ingurgitadas pode estar relacionada ao
fato de possuirem menor acumulo cera na epicuticula, estando assim, menos
susceptiveis a acao dos solventes lipossoluveis (Odihambo, 1982).

Para ninfas ndo ingurgitadas os solventes etanol, metanol e acetona, testados em
qualidade pura e 0 DMSO e o surfactante Tween testados a 50 pl/ml, ndo apresentaram
toxicidade. Como mencionado anteriormente, no estudo conduzido por Resente et al.
(2012) também foi verificado que larvas ndo ingurgitadas foram resistentes a esses
solventes. Tal aspecto pode estar relacionado a similaridade da composi¢éo da cuticula
antes do ingurgitamento (Hackman, 1982).

Para ninfas ingurgitadas somente a acetona na maior concentragdo se mostrou
altamente toxica, causando mortalidade de 100%. Sendo a acetona de menor polaridade
e de maior peso atdbmico, teria maior propriedade de solubilizacdo em meios apolares
(gordurosos), justificando a maior taxa de mortalidade frente a ninfas ingurgitadas.

Os resultados apresentados demonstram que os solventes etanol, metanol e
acetona podem ser utilizados para ninfas ndo ingurgitadas em quaisquer concentracdes;
no entanto, as larvas ingurgitadas se mostraram sensiveis aos solventes em pureza
analitica, que podem ser utilizados em concentracbes mais baixas; ja para ninfas
ingurgitadas a acetona ndo deve ser utilizada pura. O surfactante Tween 80, que no
presente estudo se mostrou téxico para larvas ingurgitadas mesmo em baixas
concentragdes, ndo deve ser utilizado para as larvas ingurgitadas de A. cajennense uma
vez que a alta mortalidade pode ser atribuida a alguma propriedade ou componente néo
elucidado nesse estudo. O DMSO nas concentracfes testadas, que ndo provocou
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mortalidade significativa, pode ser empregado para estudos envolvendo larvas e ninfas
ingurgitadas e ndo ingurgitadas de A. cajennense.
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6 Estudos preliminares sobre ectoparasitos de aves silvestres de fragmentos de

Mata Atlantica da Zona da Mata de Minas Gerais.

6.1 Introducao

O Brasil apresenta grande diversidade de aves com cerca de 1825 espécies
(CBRO, 2009), o que equivale a aproximadamente 57% das espécies registradas na
América do Sul; destas, 13% sdo endémicas do Brasil, tornando-o um pais importante
para investimentos em conservacéo (Sick, 1997; CBRO, 2009).

A Mata Atlantica € um dos 25 hotspots mundiais de biodiversidade. Embora
tenha sido em grande parte destruida, ela ainda abriga mais de 8.000 espécies endémicas
de plantas e animais (Myers et al., 2000).

As aves em ambientes naturais geralmente apresentam ectoparasitos,
principalmente, insetos e acaros, que podem ser encontrados em penas, pele, vias
respiratdrias e ninhos, e podem causar doencas e/ou servir como vetores (Santos, et al.
2008). O diagndstico de ectoparasitos e endoparasitos em aves sdo importantes em
virtude dos elevados indices de mortalidade causados por doencas parasitarias em
muitas espécies, sendo algumas delas ameacadas de extin¢do. Além disto, alguns
parasitos de aves tem potencial zoondtico, 0 que se torna também um problema de
salde publica.

Dessa forma o estudo de ectoparasitos de aves possui importancia ecologica,
bioldgica e de salde publica e requer atencdo a fim de elucidar aspectos relacionados a

interacdo parasito-hospedeiro, vetoracao de patdgenos e distribuicdo dos mesmos.

6.2 Material e Métodos

O presente trabalho esta sendo desenvolvido no Laboratério de Artropodes
Parasitos (LAP), localizado no Laboratério Avancado de Zoologia (LAZ) da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Minas Gerais. Até o0 momento foram
realizadas 30 incursdes ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), municipio de Juiz de Fora, MG, em coletas semanais
iniciadas no dia 18/11/2011. As aves estdo sendo examinadas quanto a presenca de

ectoparasitos aderidos a superficie corporal e penas, como carrapatos, acaros e
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piolhos. Estes sdo retirados manualmente com auxilio de pinga apropriada,
acondicionados em fracos de polipropileno contendo alcool isopropilico, que sdo
posteriormente encaminhados ao LAP para identificacdo sob microscopio

estereoscopico, sendo utilizadas chaves adequadas para cada grupo de ectoparasitos.

6.3 Resultados

Até o momento foram examinadas 58 aves divididas em cinco familias:
Emberizidae, Psittacidae, Ramphastidae, Falconidae e Strigidae (grafico 1). Das 58
aves examinadas 9 estavam infestadas com ectoparasitos como mostra o grafico 2,
sendo que pelo nimero de aves examinadas as familias Strigidae e Emberezzidae

apresentaram maior nimero de aves parasitadas .

Grafico 1: Numeros de espécimes correspondentes as familias examinadas

Numero de espécimes

B Emberezzidae
B Psittacidae

® Ramphastidae
W Falconidae

B Strigidae

® Total
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Gréfico 2 : Numero de aves que apresentaram ectoparasitos

Aves com ectoparasitos

W Emberezzidae
A M Psittacidae
0 ® Ramphastidae
* M Falconidae

W Strigidae

H Total

6.4 Conclusao

O presente estudo demonstrou que distintas Familias apresentaram ectoparasitos,
nas penas e pele. Entretanto, o baixo numero de aves examinadas até 0 momento, bem
como a auséncia da identificagdo dos ectoparasitos, ndo permitem ainda a obtencéo de
resultados conclusivos, sendo necessarias etapas complementares que envolvem o
processamento das amostras em laboratdrio (identificacdo, quantificagdo) que permitam

a obtencdo de tal éxito.
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