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Cattle ticks cause economic losses to the cattle industry in Brazil. The use of phytotherapics
as acaricides has shown efficacy of the control of these parasites. In the present study, the
in vitro efficacy of the following drugs was evaluated: dimethyl sulfoxide (DMSO), ethanol,
methanol, propylene glycol and polyethylene glycol sorbitan monolaurate at dilutions
100%, 20%, 10%, 5%, 1% e 0.5%. The toxic effect of these solvents on engorged female
and larvae of Rhipicephalus microplus was analyzed. The immersion test was used to define
the reproductive efficiency of engorged R. microplus females and efficiency of the drugs.
The immersion test larvae modified syringe was used to analyze of the susceptibility of
tick larvae. Propylene glycol and DMSO was used on engorged females and DMSO, ethanol,
methanol and propylene glycol, all at concentration of 0.5%, were use on larvae the, showed
the lowest mortality rate; this indicate that its use at low concentrations as solvent acaricide
in the control of R. microplus could be recommended.

INDEX-TERMS: Rhipicephalus microplus, solvent, ticks, cattle, Boophilus, toxicoses.

RESUMO.- Os carrapatos causam perdas econdmicas a industria
pecudria no Brasil. Dessa forma, o uso de fitoterapicos como
acaricidas mostrou eficacia no controle desses parasitas.
Neste estudo, foi avaliada a eficicia in vitro dos seguintes
farmacos: dimetil sulféxido (DMSO), etanol, metanol,
propilenoglicol e monolaurato de sorbitan polietilenoglicol
em dilui¢cdes de 100%, 20%, 10%, 5%, 1% e 0,5%. O efeito
toxico destes solventes em fémeas e larvas ingurgitadas
de Rhipicephalus microplus foi analisado. O teste de
biocarrapaticidograma, foi utilizado para definir a eficiéncia
reprodutiva das teledginas de R. microplus e a eficiéncia
dos produtos testados. Para andlise da susceptibilidade das
larvas foi utilizado o teste por imersao de larvas em seringa
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modificado. O uso de propilenoglicol e DMSO em fémeas
ingurgitadas e o uso de DMSO, etanol, metanol e propilenoglicol
em larvas, todos a concentragdo de 0,5%, apresentaram uma
menor taxa de mortalidade, podendo ter seu uso indicado em
baixas concentragdes como solventes de acaricidas utilizados
no controle do R. microplus.

TERMOS DE INDEXACAO: Rhipicephalus microplus, solvente, ixodideo,
bovinos, Boophilus, toxicoses.

INTRODUCAO

O Rhipicephalus microplus, tem distribuicdo cosmopolita,
mas ocorre principalmente em areas tropicais e subtropicais,
causando prejuizos econdmicos pra bovinocultura
(Holdsworth et al. 2006). Devido ao uso indiscriminado de
acaricidas comerciais, os carrapatos vém desenvolvendo
mecanismos de resisténcia aos produtos quimicos, relatados em
diversos paises (Fernandez-Salas etal. 2012, Sharma et al. 2012b,
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Machado et al. 2014, Puerta et al. 2015). Carrapaticidas
contendo substancias vegetais sdo formas alternativas ao
controle quimico dos carrapatos, que usualmente sao utilizados
no controle integrado desta parasitose (Zaman et al. 2012).
Diversos solventes vém sendo empregados nas formulagdes
de carrapaticidas ou em experimentos com extratos vegetais
(Gongalves etal. 2007, Monteiro etal. 2012, Sharma etal. 20123,
Valente et al. 2014). Estes produtos possuem o propésito de
solubilizar o principio ativo, permitindo uma distribuicao
homogénea por toda a cuticula do artrépode para ampliar
sua acdo (Chagas et al. 2003).

Os extratos vegetais geralmente apresentam baixa
solubilidade em agua, sendo assim necessario o uso de
solventes organicos para extracao de seus compostos ativos,
que promovem a dissolucdo de seus constituintes armazenados
nos diferentes compartimentos da planta, com sua posterior
lixiviagdo para o meio exterior (Hall et al. 1990). A qualidade
final de um extrato depende diretamente da selecdo do solvente
utilizado para sua obtenc¢ao (Raaman 2006), sendo assim
importante que estes produtos nio apresentem efeitos sobre
os carrapatos (Ravindran et al. 2011a). Estudos que tratam
dos efeitos acaricidas sobre larvas de R. microplus nao sao
muito comuns e a maioria dos testes in vitro visa a detec¢ao
da acdo de mortalidade sobre as fémeas ingurgitadas do
carrapato. Desta maneira, o objetivo deste estudo foi avaliar a
acdo acaricida de cinco solventes em diferentes concentragoes,
sobre as fases de teledginas e larvas do R. microplus, para
identificar qual a concentracdo e o solvente mais indicado
para a preparacdo e obtenc¢do de extratos vegetais para o
controle do carrapato.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados os seguintes
solventes: dimetil sulf6xido (DMSO), etanol, metanol, propilenoglicol
e monolaurato de sorbitan polietilenoglicol (tween 20®, Vetec Quimica
Fina Ltda, Duque de Caxias/R], Brasil). Para a realizagdo das diluigdes
foi utilizado 4gua ultra-pura, sendo considerada a pureza analitica
de cada produto, para obtenc¢do das concentracdes de 100%, 20%,
10%, 5%, 1% e 0,5%.

Teste de imersido de teledginas. Para avaliar a sensibilidade
das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, foram coletadas
aproximadamente 1000 tele6ginas de bovinos, em uma tnica propriedade
rural onde os animais ndo recebiam produtos acaricidas por no minimo
30 dias, localizada no estado do Rio Grande do Sul. Foi realizado
o teste in vitro de imersdo de teledginas (biocarrapaticidograma)
conforme Drummond etal. (1973) e Camillo et al. (2009), sendo estes
executados em triplicatas. Foram formados 32 diferentes grupos,
constituidos pelos seguintes solventes em diferentes dilui¢des:
DMSO, etanol, metanol, propilenoglicol e monolaurato de sorbitan
polietilenoglicol (dilui¢des de 100%, 20%, 10%, 5%, 1% e 0,5%);
controle negativo (agua destilada), controle positivo (clorpirifés
30%, cipermetrina 15% e fenthion 15%). Para sele¢do do produto
utilizado como controle positivo, foi realizado anteriormente um
teste de eficacia de acaricidas, com este apresentando uma eficiéncia
de 100%. A eficiéncia dos solventes foi determinada baseado na
formula sugerida por Drummond et al. (1973):

Eficiéncia Reprodutiva (ER) = (peso dos ovos X % de eclosdo
dos ovos X 20000)/peso das teledginas

Eficiéncia do Solvente = (ER do grupo controle - ER do grupo
tratado X 100)/ER do grupo controle
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Teste de imersao de larvas (TIL). Para avaliar a sensibilidade das
larvas de R. microplus, 500 tele6ginas foram coletadas. Apds pesagem,
os carrapatos foram selecionados em grupos homogéneos e fixados
em placas de Petri, mantidas em estufa de demanda bioldgica de
oxigénio (DBO), com temperatura de 27°C e umidade de 90%, por
14 dias para oviposi¢do. Os ovos das teledginas foram coletados
para a realizagao do teste de imersdo de larvas (TIL) conforme
Sindhu etal. (2012). Os ovos foram pesados e colocados em seringas
de 3ml, com a extremidade anterior seccionada, coberta com tecido
de malha ultrafina e fixada por elastico ortodontico. Em cada seringa
foram colocados 10 mg de ovos (aproximadamente 200 ovos), sendo
posteriormente acondicionados em estufa DBO para a incubagdo
e eclosdo dos ovos. As seringas que nio apresentaram eclosdo
de 100% dos ovos foram descartadas. Trinta e dois grupos foram
constituidos pelos seguintes solventes em diferentes dilui¢des:
DMSO, etanol, metanol, propilenoglicol e monolaurato de sorbitan
polietilenoglicol (dilui¢oes de 100%, 20%, 10%, 5%, 1% e 0,5%);
controle negativo (dgua destilada); controle positivo (clorpirifés
30%, cipermetrina 15% e fenthion 15%). Juntamente as larvas
eclodidas em cada seringa, foi adicionado 3ml de cada solugdo a ser
testada por 30 segundos, com posterior remog¢do do produto. Para
avaliagdo da mortalidade das larvas, cada seringa foi observada em
microscopio esterioscopico em 24 horas e 6 dias apds os banhos de
imersao (Sindhu etal. 2012). Larvas que apresentavam movimentos
nas patas ou se deslocavam, foram consideradas vivas. A mortalidade
das larvas foi expressa em porcentagens, sendo consideradas as
médias de mortalidade encontradas para cada solvente testado nas
suas diferentes concentragdes. Para o calculo da mortalidade das
larvas foi considerada a seguinte férmula:

Mortalidade = (larvas mortas X 100)/total de larvas

Anadlise estatistica. Todos os dados para avaliacdo estatistica
foram realizados através do programa SAS (SAS Institute Inc., Cary,
NC). A significancia das eficacias dos solventes e das diferentes
concentragdes foram analisadas através do teste de Kruskal-Wallis,
com uma confiang¢a de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo 5 solventes foram testados in vitro, em diferentes
concentragdes, com o objetivo de avaliar seus efeitos acaricidas
sobre fémeas adultas e larvas do Rhipicephalus microplus.
Os resultados das médias de eficacia apds o teste de imersao
das féemeas ingurgitadas dos carrapatos, nos solventes testados
em diferentes concentragdes, estdo demonstrados na Quadro 1.
Os controles positivos e negativos apresentaram eficacias de
100% e 0% respectivamente (dados ndo mostrados). O uso
de dimetil sulféxido (DMSO), propilenoglicol e monolaurato
de sorbitan polietilenoglicol utilizados na concentracido de
100%, inibiram totalmente a postura das fémeas ingurgitadas,
demonstrando uma eficacia de 100%, ou seja, estes solventes
nesta concentragdo apresentaram toxicidade total para
as teledginas (Quadro 1). Somente foram observadas
diferencas estatisticas significativas entre os diferentes
solventes na concentragdo de 0,5%, onde apenas o DMSO e o
propilenoglicol, apresentaram uma menor toxicidade que os
demais (Quadro 1). Para as diferentes concentracdes aplicadas
dentro de um mesmo solvente, foi verificado que apenas o
DMSO nas concentrag¢oes de 5%, 1% e 0,5% e o propilenoglicol
nas concentragdes de 10%, 5%, 1% e 0,5% apresentaram
menor toxicidade significativa em comparagdo com os demais
produtos (Quadro 1).
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Os resultados da avaliagdo das médias de mortalidade
de larvas de R. microplus em 24 horas e 6 dias apds imersao
nos solventes testados nas diferentes concentracdes
estdo demonstrados na Quadro 2. Os controles positivos
e negativos das larvas apresentaram mortalidade de
100% e 0% respectivamente (dados nao mostrados). O uso
de DMSO, metanol, propilenoglicol e monolaurato de sorbitan
polietilenoglicol, na concentracdo de 100% em 24 horas
apos imersdo e o uso DMSO a 20% em 6 dias apds imersao,
apresentaram toxicidade méaxima com mortalidade total
das larvas (Quadro 2). 0 DMSO é considerado um excelente
permeabilizador de membranas, permitindo a penetragdo de
produtos a serem testados de maneira eficiente (Chagas et al.
2003). A acgdo toxica que o DMSO apresenta, ja havia sido
verificada em pesquisa anterior, porém em concentragdes
mais elevadas (Chagas et al. 2003). Concentragdes de até
10% podem ser utilizadas com baixa mortalidade, porém
concentragdes acima de 20% demonstram altas taxas
de letalidade em fémeas adultas (Gongalves et al. 2007,
Sharma et al. 2012a). Neste estudo, em larvas do carrapato
na concentragao de 0,5% do DMSO, resultou em uma média
de mortalidade de 5,6% e 7,3% no periodo de 24 horas
e 6 dias apds imersido, respectivamente, indicando uma baixa
toxicidade deste solvente nestas concentracdes (Quadro 2).
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De maneira semelhante, Resende et al. (2012) observaram que
0 DMSO a 1%, em teste de imersdo em larvas de carrapatos
dos géneros Amblyomma cajennense e Dermacentor nitens,
mostrou baixa toxicidade com indices de 4% de mortalidade.
Desta maneira, o DMSO pode causar altas taxas de mortalidade,
em concentragdes mais elevadas, tendo seu uso contra indicado
como solvente de extratos vegetais que serdo utilizados no
controle do R. microplus.

0 etanol e o metanol apresentaram um alto indice de
mortalidade no seu uso tanto em fémeas adultas (Quadro 1),
quanto em larvas do carrapato (Quadro 2), porém o uso de
etanol a 0,5% demonstrou pequena taxa de mortalidade
(5% em 24 horas e 6,6% em 6 dias, apds imersdo). Conforme
Gongalves et al. (2007), empregando o etanol no teste de
imersdo em fémeas ingurgitadas de R. microplus, verificaram
que este solvente apresentou maxima ac¢do téxica. Para o
metanol, resultados semelhantes também indicam presenca
de toxicidade em teledginas, ndo sendo indicados como
solventes adequados para testes acaricidas nesta espécie de
carrapato (Chagasetal. 2003, Gongalves et al. 2007). No entanto
Sharma et al. (2012a), consideraram que concentragdes de
etanol menores de 25% e de metanol menores que 50% como
seguras em fémeas ingurgitadas submetidas a imersao.
Nas larvas, estudos anteriores demonstraram baixa toxidez

Quadro 1. Média de eficacia (%) dos solventes, apds imerséo de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus em dimetil
sulfoxido (DMSO), etanol, metanol, propilenoglicol e monolaurato de sorbitan polietilenoglicol, em diferentes concentragoes

Concentragdo dos solventes

Solventes (%)
100 20 10 5 1 0,5
DMSO 1004 78,548 72348 27% 29,5 18
Etanol 98 69,5 7334 504 504 45,534
Metanol 97,54 7924 764 72,5 714 6504
Propilenoglicol 100 93,524 312 26,528 2028 7,528
Monolaurato de sorbitan polietilenoglicol 10024 90,5 8424 61,52 49,5 572bA

Letras minusculas distintas se referem a diferenga estatistica entre a mesma concentragdo de diferentes solventes, avaliados de maneira isolada, através
do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). Letras maidsculas distintas se referem a diferenca estatistica entre as diferentes concentragdes de um mesmo
solvente, avaliados de maneira isolada, através do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Quadro 2. Média de mortalidade de larvas de Rhipicephalus microplus 24 horas e 6 dias apds imersio em dimetil sulf6xido
(DMSO), etanol, metanol, propilenoglicol e monolaurato de sorbitan polietilenoglicol, em diferentes concentracées

Concentragdo de solventes

(%)
100 20 10 5 1 0,5
24 DMSO 100 66,6248 33,32A8¢ 18,3380 13,3 5,62
horas  Etanol 76,63 63,3348 41,6%48¢ 23,33ABC 202¢ 53¢
Metanol 10024 408 36,6%A8¢ 36,6%48¢ 23,3q8¢ 13,3
Propilenoglicol 1002 41,68 3(02ABCD 102 8,3 5ap
Monolaurato de sorbitan polietilenoglicol 100 93,3abAB 7 5ABC 4038¢ 35a8¢ 30
6 dias DMSO 100 1004 8028 RIGE 18,37¢ 7,3
Etanol 76,6 73,3 48,338 23,38 23,38 6,63
Metanol 100 43,3048 408 4028 25 159
Propilenoglicol 1004 1004 908 15248 1028 8,3
Monolaurato de sorbitan polietilenoglicol 100 95abAB 808 502 45 40°8

Letras minusculas distintas se referem a diferenga estatistica entre a mesma concentragdo de diferentes solventes, avaliados de maneira isolada, através
do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). Letras maidsculas distintas se referem a diferenca estatistica entre as diferentes concentragoes de um mesmo
solvente, avaliados de maneira isolada, através do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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do etanol e do metanol, mesmo em elevadas concentragdes
(Chagas et al. 2003, Gongalves et al. 2007). Assim, vale
ressaltar que as diferencas de susceptibilidade aos solventes
empregados podem ser atribuidas a diversos fatores, que
vao desde a composi¢do da cuticula do artrépode, diferentes
técnicas de imersdo utilizadas e diferengas entre as cepas
carrapatos (Resende et al. 2012).

0 teste empregando o solvente propilenoglicol, apresentou
alto indice de eficacia em teledginas, nas concentragdes de
100% a 1% (Quadro 1). No teste de imersao das larvas, apresentou
baixa toxicidade apenas na concentracdo de 0,5% no periodo
de 24 horas ap6s imersdo (Quadro 2). O propilenoglicol é
um solvente viscoso, utilizado em uma grande variedade de
formulacdes farmacéuticas, sendo empregado na preparagao
de extratos vegetais (Anchisi et al. 2001, Jaenson et al.
2006, Pohlit et al. 2011). Os relatos cientificos avaliando o
propilenoglicol em produtos acaricidas sdo bastante escassos,
portanto este solvente combinado com fungicidas melhorou
significativamente a eficiéncia de produtos testados in vitro
sobre o fungo Bipolaris sorokiniana em sementes de cevada
(Barba et al. 2003).

O teste utilizando monolaurato de sorbitan polietilenoglicol
foi toxico em todas suas concentragdes nos testes realizados
(Quadros 1 e 2). Concentrag¢des acima de 8% do monolaurato
de sorbitan polietilenoglicol, ja apresentaram altas taxas de
mortalidade em fémeas adultas, porém ndo foram observadas
taxas de mortalidade nem impactos negativos na realizacao de
ovipostura, quando este solvente foi utilizado em concentragoes
menores de 6% (Sharma et al. 2012a). Em estudo anterior
utilizando o monolaurato de sorbitan polietilenoglicol a 1%,
apresentou baixo efeito téxico contra carrapatos adultos de
Rhipicephalus annulatus, no entanto esta concentragio resultou
em efeito inibitério sobre a eclosdo dos ovos (Ravindran et al.
2011b). Este solvente apresenta caracteristica lipofilica,
podendo remover a camada epicuticular dos carrapatos e desta
maneira favorecer a absorgio de principios ativos, podendo
resultar em mortalidade dos ixodideos (Odhiambo 1982). Neste
estudo, foi verificado que em nenhuma das concentragdes
testadas para as larvas a mortalidade média foi inferior a
30% (Quadro 2), portanto sendo considerado um solvente
de alta toxicidade.

Osresultados encontrados demonstraram que as teledginas
apresentaram maiores taxas de mortalidade quando comparado
as larvas. Essa diferenca pode ser relativa a composicdo
da cuticula entre estas duas fases de desenvolvimento dos
carrapatos (Chagas et al. 2003). A camada cuticular externa
dos carrapatos adultos é composta principalmente por ceras
e proteinas, podendo ser observada uma maior quantidade de
lipideos na cuticula do R. microplus a partir da ecdise da ninfa
para a fase adulta (Balashov 1972), portanto as larvas nao
possuem esta camada de cera o que pode ter permitido uma
maior acdo dos solventes. Essa composi¢ido da cuticula dos
artropodes também pode justificar a agdo acaricida observada
nos testes com os solventes DMSO, propilenoglicol e monolaurato
de sorbitan polietilenoglicol em altas concentragdes. Sendo
assim, quanto maior a lipossolubilidade do produto, maior
sera a capacidade dos principios ativos penetrarem na cuticula
do carrapato (Odhiambo 1982).
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CONCLUSOES

O propilenoglicol a 0,5% apresentou o menor indice de
eficacia em teledginas.

Na avaliacdo das larvas, o dimetil sulféxido (DMSO), etanol
e o propilenoglicol, utilizados na concentragao de 0,5% foram
os solventes que apresentaram menores efeitos toxicos.

As fémeas ingurgitadas, quando comparadas as larvas,
demonstraram ser mais sensiveis aos solventes utilizados.

Pela acdo conjunta, tanto em fémeas adultas quanto em
larvas de Rhipicephalus microplus, o propilenoglicol e DMSO
a 0,5% foram os solventes que demonstraram as menores
taxas de toxicidade, demonstrando pouco efeito acaricida,
podendo ser indicados como possiveis solventes em solucées
carrapaticidas.
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