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RESUMO

Testou-se a atividade larvicida de 33 derivados arilsulfonilicos da (+)—canfora e da
(+)—isopinocanfona no carrapato B. microplus, na busca de principios ativos menos toxicos
para o seu controle. Os produtos foram obtidos por clorossulfonacédo da (+)—céanfora e da
(+)—isopinocanfona. Eles foram submetidos a solubilizagdo e testados separadamente e em
conjunto contra larvas de carrapato encerradas em envelopes contendo papéis impregnados e
acondicionadas em estufa climatizada. A mortalidade média nao atingiu 5% em todos os testes
realizados, indicando que a clorossulfonacao nao é a rota de sintese mais adequada para a
obtencao de derivados sintéticos com efeito larvicida sobre B. microplus. Os 33 produtos
testados sob a forma de triagem biol6gica ndo podem ser considerados como potenciais
acaricidas.

Palavras-chave: Carrapato, Boophilus microplus, Ixodidae, larva, derivados arilsulfonilicos,
canfora, isopinocanfona.
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ABSTRACT

It was investigated the acaricidal activity of (+)— camphor and (+)— isopinocamphone
arilsulphonyl derivatives against Boophilus microplus cattle tick. The products were obtained
through the camphor and isopinocamphone clorosulfonation. Thirty-three products were
submitted to solubilization and tested alone and together, against tick larvae. Ticks were
caught in filter paper envelopes impregnated with products, which were incubated under
controlled conditions. The average mortality did not reach 5% in all trials, indicating that
clorosulfonation is not an appropiate procedure to obtain derivatives with larvicidal effect
against B. microplus. The 33 products tested in the biological screening could not be
considered as potential acaricides.

Keywords: Tick, Boophilus microplus, Ixodidae, larvae, arilsulphonyl derivatives, camphor,
isopinocamphone.

INTRODUCAO

Os carrapaticidas constituem o principal mecanismo de controle do carrapato, particularmente
do Boophilus microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae). Os primeiros carrapaticidas foran
0s arsénicos (1949), depois os clorados (toxafeno o mais usado, DDT, BHC - 1952), os
fosforados (décadas de 50 e 60), as amidinas (formamidinas, tiouréias e ditioetanos - década
de 70), os piretroides (década de 80) e por dltimo os quimioterapicos com acao inseticida
(Furlong, 1993).

Segundo Uilenberg (1996), inseticidas e acaricidas provocam um certo grau de poluicdo
ambiental, sendo prejudiciais a vida aquatica. Ha inseticidas utilizados em culturas que tém
propriedades fisico-quimicas que os tornam ainda mais prejudiciais. Residuos de acaricidas no
leite e/ou carne constituem um problema universal e de grande importancia na saude publica.
Sua presenca interfere na comercializacdo de produtos de origem animal. Nas ultimas décadas
pesticidas tém sido usados extensivamente na inddstria e na agricultura. No estudo de Spicer
& Kereu (1993), 100% das mulheres lactantes em Nova Guiné apresentaram DDT em suas
glandulas mamarias e 10% delas possuiam indices acima do permitido para o leite de vaca.
Segundo Hernandéz et al. (1993), o leite seria a rota mais importante para a excrecdo desse
tipo de composto na mulher.

Os produtos naturais podem ser de potencial interesse no combate as pestes. Primeiro porque
gracas a diversidade de tipos estruturais, constituem fonte rica de compostos a serem
pesquisados em testes bioldgicos de triagem (“'screening"). Segundo porque o conhecimento
sobre sua atividade biolégica pode levar a aplicagao direta do préprio produto natural ou de
produtos resultantes de modificacdes estruturais. Terceiro porque conhecer e compreender a
funcdo de um produto quimico na natureza pode levar a novas estratégias no manejo de
pragas (Plimmer citado por Prates, 1992).

Alternativas ao controle quimico do carrapato tém despertado bastante interesse. Prates et al.
(1993) observaram que o 6leo essencial do capim-gordura (Melinis minutiflora) provoca
mortalidade de 100% das larvas do carrapato B. microplus em apenas 10 minutos em
condicdes de laboratdrio. Em estudos posteriores, Prates et al. (1998) detectaram presenca de
dois componentes desse 6leo que sdo ainda mais eficientes ao matar as larvas em cinco
minutos: 1,8-cineol e hexanal. A atividade larvicida dos monoterpenos a - e b-pineno presentes
no 6leo essencial da leguminosa Stylosanthes é bem conhecida em fun¢do dos véarios trabalho:
realizados (Sutherst et al., 1982; Sutherst & Wilson, 1986; Prates et al., 1993; Prates et al.,
1998). A (+)—canfora (analogo estrutural do a-pineno), presente em algumas plantas como o
Cinnamomum camphora, tem tido acéo biocida segundo Goulding et al. (1982) e Goulding et
al. (1983). Como o0 a-pineno é muito volatil, Prates (1992) modificou sua estrutura para a
(+)-isopinocanfona. Esta substancia, juntamente com a (+)-canfora, teve sua sintese
promovida empregando-se a técnica de clorossulfonacéo, produzindo ao final do processo 43
produtos derivados.

O presente trabalho teve como objetivo testar a atividade acaricida de derivados arilsulfonilicos
da (+)—canfora e da (+)—isopinocanfona, principios ativos menos téxicos, sobre o carrapato B
microplus.
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MATERIAL E METODOS

A técnica da clorossulfonacgdo utilizada na sintese dos derivados arilsulfonilicos da (+)-canfora
e da (+)-isopinocanfona foi descrita por Prates (1992).

As fémeas ingurgitadas de cepa sensivel Porto Alegre, provenientes de colénia de B. microplus
da Estacao Experimental de Coronel Pacheco da Embrapa Gado de Leite, foram mantidas e
renovadas periodicamente com a producédo quinzenal de teledginas em estufa climatizada
(x27°C e UR = 80%), as quais produziram massas de ovos e consequentemente larvas. Para
os testes foram utilizadas somente larvas de 14 a 21 dias de idade ap6s a ecloséo.

Como os produtos existiam em pequenas quantidades (Tab. 1), optou-se por utiliza-los da
maneira mais econdmica possivel. Assim, cerca de 10mg dos produtos foram colocados em
tubos de centrifuga Eppendorf e submetidos a solubilizacdo com diferentes solventes (800ml),
utilizando-se um agitador de tubos Marconi-162. A acetona e o acetato de etila foram
escolhidos em funcédo de seu grande potencial de solubilizacdo. No entanto, como eram
solventes muito volateis, todo o experimento foi repetido utilizando-se também a mistura tritor
(50ml) + alcool etilico (250ml) + agua (500ml), que apesar de deixar o produto em suspensao,
permitiu que o seu contato com a cuticula das larvas se estendesse por 4h. Cada produto foi
testado separadamente e em conjunto, utilizando-se os solventes citados para avaliagcdo de
algum efeito sinérgico.

Tabela 1. Quantidade disponivel e identificacdo de 33 derivados arilsulfonilicos da (+)-canfora e da (+)-
isopinocanfona testados quanio a agao larvicida contra B. microplus

N.* Peso @ Produtos®

1 Fl Canfora= 3 = (3" = benzilaminossulfonil = 4= metoxi) benzilideno

2 0,973 Céanfora- 3 - (4 - pirrolidinossulfonil) benzilideno

3 0.081 Canfora=3 = {3'- (2", 6" = dimetilmorfolinossulfonil) = 4'= metoxi) benzilideno
1 0,162 Canfora-3 = (5'- (2", 6'" = dimetilmorfolinossulfonil)) - 2'- tiofenometilideno
3 0,104 ldem 3

(i 0.091 Cénfora-3 = (4" = N, N - dietilaminossulfonil) benzilideno

T 0.063 Idem 4

8 0.128 ldem 6

g 0,100 Cinfora-3 = (1", 6" = diclorassulfonil) =3'- metoxibenzilideno

10 0,126 Cénfora- 3 - (3' - benzilidenossulfonamida)

11 0,130 Cinfora- 3 = (4" aminossulfondl) benzilideno

12 0,214 Cénfora- 3 - { p - clorossulfonil) benzilideno

13 0,214 ldem 9

14 0114 Canfora- 3 - ( o - metoxibenzilideno)

15 0,149 Idem 14

16 0.076 Idem 10

17 0055 Canfora- 3 = (5°- anilinossulfonil) - 2 - tiofenometilideno

18 0,104 Idem 10

19 0,048 Ielem 17

20 0,085 Idem 17

21 0,124 Canfora= 3 = ( 5' = N. N = dietilaminossulfonil) - 2' = tiofenometilideno
22 0,056 Idem 11

23 0,100 Tdem 4

24 0,155 Idem 11

23 0,050 [ =) = isopinocanfeol

26 0.204 Isopinocanfona - 4 - ( p - clorossulfonil) benzilidena

27 0,053 Idem 26

28 0,190 Idem 26

29 0,129 Idem 25

30 0.142 Isopinocanfona - 4 - (4" - dietilaminossulfonil) benzilideno

31 0061 Isopinocanfona = 4 = (4" = aminossulfonil) benzilideno

a2z 0,083 Idem 31

33 0,068 Idem 25

*Existem dols grupos de derivados arllsulfonilicos: os da canfora (1 a 24) e os da sopinocanfona (25 a 33), Os produtos

idemificados como “idem 0"

diferemtes uns dos outnos,

sdo imermediarios que sofreram reacdo com bases diferentes, resultando em produtos Tinais

Para observar se os solventes escolhidos possuiam algum efeito larvicida, utilizou-se a
metodologia preconizada pela Organizagcdo Mundial para a Alimentagdo e a Agricultura das
NacOes Unidas (Recommended..., 1971), na qual envelopes de 6 x 7cm de 7 papéis de filtro
da marca JP 41- 0,007 foram impregnados pelos solventes. Foram feitas duas repeticfes e o
controle foi realizado utilizando-se agua. A acetona e o acetato de etila demonstraram
provocar mortalidade média minima, 0,7 e 0,9 %, respectivamente. A mistura de triton
provocou mortalidade média de 2,8%. A acetona solubilizou os produtos 4, 6, 8, 11, 12, 21,
22, 24, 28 e 32, enquanto que o acetato de etila demonstrou ser mais eficiente para os
produtos 1, 2, 3,5, 7, 9, 10, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 23, 25, 26, 27, 29, 30, 31 e 33
(Tab. 1). Todos os produtos foram novamente testados utilizando-se como solvente a mistura
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de triton.

Dos 43 produtos derivados, 33 estavam em condicfes de ter seu efeito larvicida testado, ja
que estavam estabilizados e existiam em quantidade suficiente para o teste. Os produtos
foram solubilizados com os solventes pré-determinados a concentracdo bastante elevada de

20.000mgml'1 (16mg do produto em 800ml do solvente) e colocados em contato com as larvas
para deteccdo da acdo. Aqueles que provocassem efeito nessa concentracdo seriam entdo
submetidos a mais quatro concentracfes diferentes, para possivel deteccdo da DLsp,
utilizando-se o programa Probit.

Os 33 produtos foram testados utilizando-se a técnica adaptada por Leite (1988) a partir de
Shaw (1966), na qual aproximadamente 100 larvas foram colocadas em papéis de filtro de 2 x
2cm impregnados pelos produtos, formando um "sanduiche", o qual foi colocado em envelope
de papel de filtro e acondicionado em estufa climatizada por 24h. Os experimentos tiveram
duas repetices e os controles se constituiram apenas dos solventes. Para as duas repeticdes
utilizaram-se 16mg de cada produto, solubilizados em 800ml dos solventes em agitador para
tubos, posteriormente colocados sobre as larvas nos papéis de filtro por meio de pipetas
plasticas descartaveis de 5ml. Essa metodologia permitiu a utilizacdo de quantidades minimas
dos produtos.

N&o foi necesséria contagem das larvas quando todas estavam vivas (0% de mortalidade). Ela
foi iniciada pelas consideradas vivas, ou seja, aquelas capazes de se locomoverem. Em caso
de duvida as larvas foram estimuladas com pincel ou com o gas carbdnico eliminado da
respiracéo. As demais foram consideradas mortas. A mortalidade foi apresentada em
porcentagem (média de duas contagens).

Cada mortalidade média deveria ser corrigida aplicando-se a féormula de Abbott (1925), exceto
quando a do controle estivesse entre O e 5% ou quando a mortalidade do teste fosse de 0 ou
100%. As diferencas observadas nas taxas de sobrevivéncia larval entre os varios tratamentos
foram tais que a analise estatistica foi desnecessaria.

RESULTADOS

A sobrevivéncia das larvas submetidas aos 33 produtos solubilizados com acetona e acetato de¢
etila variou entre 95,1 e 100%. Quando as larvas pareciam lentas fazia-se a leitura 48h depois.
mas mesmo assim ndo ocorreu mortalidade significativa (Tab. 2). A porcentagem de
mortalidade nao foi corrigida pela formula de Abbott pois a do controle permaneceu entre os
limites de 0 e 5%.

Tabela 2. Mortalidade média das larvas de B. microplus frente aos 33 derivados arilsulfonilicos da (+)-

canfora e da (+)-isopinocanfona solubilizados com acelona e acetato de etila, em leituras de 24h
Mortalidade Mortalidade Mortalidade

Produto ™\ sdia % Produlo ™ édfia % Produlo = a9
Controle 1.2 Controle 0.8 Controle 0,0

1 24 12 34 23 0.0

2 2.7 13 1.1 24 1.0

3 0.0 14 19 25 06

4 1.2 15 0.0 26 1.1

5 1.2 16 0.9 27 07

G 0.6 17 1.7 28 0.4

7 0.6 18 0.5 29 06

B 0.0 149 0.5 3l 0.0

9 1.3 20 0.0 3l 06

10 1.0 21 0.8 32 1.1

11 0.9 22 0.0 33 26

Os papéis de filtro impregnados com os produtos solubilizados em acetato de etila e acetona
secavam em aproximadamente 10 minutos. Apesar de o tempo ser maior (4h) quando se
utilizou a mistura de triton como solvente, a mortalidade média continuou entre 0 e 5%. Os
testes realizados com todos os produtos juntos, na tentativa de se observar algum efeito
sinérgico entre eles, também resultaram em baixa taxa de mortalidade, menos de 5%.

DISCUSSAO
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Em funcado da mortalidade de 100% das larvas de B. microplus causada pelo a-pineno
detectada por Prates et al. (1993), esperava-se que os derivados sintetizados a partir da
(+)—isopinocanfona e de seu analogo estrutural, (+)—céanfora, tivessem efeito semelhante.
Esperava-se que a conversao do a-pineno em (+)-isopinocanfona pudesse potencializar sua
atividade (Prates,1992), o que nao foi observado no presente trabalho. Todos os derivados
obtidos a partir da técnica de clorossulfonacédo ndo foram eficientes quanto ao seu efeito
larvicida. Estes resultados ndo permitem supor que o a-pineno seja um dos responsaveis pela
acédo acaricida ja observada em Stylosanthes sp., com base em trabalhos anteriores, os quais
apontavam sua eficiéncia. Tudo indica que a propriedade inseticida das substancias se perdeu
durante o processo de clorossulfonacdo. Segundo Prates et al. (1993), o0 a-pineno puro causoL
mortalidade de 100% das larvas de B. microplus em apenas 10 minutos de exposicao,
enquanto que a mesma substancia em solucéo de azeite de oliva levou 24h para ter o mesmo
efeito. Resultados semelhantes também foram obtidos por Prates et al. (1998). Sutherst et al.
(1982) obtiveram indice de 94% de mortalidade para larvas expostas ao vapor das secre¢cdes
de Stylosanthes. Segundo Sutherst & Wilson (1986), o efeito toxico apresentado por essa
forrageira se deve a mistura dos terpenos a-pineno e b-pineno. No trabalho de Prates et al.
(1998), a (+)—canfora levou 60 minutos para causar mortalidade de 100% das larvas de B.
microplus, enquanto que a (+)-isopinocanfona precisou de 45 minutos de contato. Segundo
Wright (1975), o mecanismo de a¢do da canfora no caso dos mosquitos ja é conhecido,
causando bloqueio dos receptores olfatorios dos insetos. Klocke et al. (1987) comentam que ¢
1,8-cineol parece ter o mesmo modo de acao, assim como todos os terpendides volateis que
possuem odor semelhante ao da canfora.

Goulding et al. (1982) estudaram os efeitos negativos dos derivados sulfonilicos dos
policlorobenzenos e dos difenil éteres contra duas espécies de algas e Goulding et al. (1983)
detectaram acao fungicida em alguns dos 53 derivados sulfonilicos do isoxazol, pirazol, tiazol €
tiofeno. Dessa maneira, observa-se que derivados sulfonilicos de varios compostos tém
demonstrado possuir acado biocida quando submetidos a testes de triagem contra varios
organismos.

Prates et al. (1998) sugeriram que os produtos testados poderiam dar origem a inseticidas
ecologicamente mais seguros, ou sob a forma de formulacdo adequada, ou ainda sob
transformacao quimica. Segundo os resultados do presente trabalho, a rota de sintese
utilizando clorossulfonacao para obtencdo de derivados sintéticos da (+)—canfora e da
(+)-isopinocanfona indicou n&o ser a mais adequada para manter o efeito larvicida dessas
substancias contra B. microplus, sugerindo-se que outros processos sejam testados. Dessa
maneira, as 33 substancias obtidas a partir dessa rota de sintese e testadas sob a forma de
"screening" biolégico ndo podem ser consideradas como potenciais candidatas a acaricidas.
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