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RESUMO

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus estd amplamente distribuido,
predominando nas areas tropicais e subtropicais. Segundo a FAO,1984 80% da populacdo
bovina mundial esta exposta a infestacdo de carrapatos. Trata-se de um parasito monoxeno
com ciclo bioldgico dividido em uma fase parasitaria e outra fase de vida livre, sendo o
bovino seu hospedeiro preferencial. E responsavel por inlmeras perdas econdmicas na
pecuaria bovina, devido aos danos diretos ao animal ou por ser vetor de patdgenos, como 0s
protozoarios do género Babesia e a bactéria do género Anaplasma, agentes causadores da
Tristeza Parasitaria Bovina. No Brasil, por exemplo, a perda devido ao seu impacto direto e
indireto foi estimado em dois bilhdes de ddlares (GRISI et al., 2002). O controle do carrapato
do bovino baseia-se principalmente no uso de produtos quimicos. O uso intensivo e
indiscriminado de acaricidas tem levado ao desenvolvimento de resisténcia a maior parte das
classes de quimicas existentes no mercado (SPAGNOL; PARANHOS; ALBUQUERQUE;
2010). No Brasil, ja foram registradas populacdes resistentes aos organofosforados (FARIAS,
1999), aos piretroides sintéticos, ao amitraz (FURLONG, 1999), a ivermectina (MARTINS;
FURLONG, 2001; KLAFKE et al., 2006) e mais recentemente ao fipronil (CASTRO-JANER
et al., 2010). Os individuos resistentes sobrevivem a pressdo de selecdo gracas a mecanismos
comportamentais e fisiolégicos que permitem a sua adaptacdo evolutiva. As metodologias
para diagndéstico da resisténcia sdo os bioensaios in vitro (baseados nos estagios de vida livre
do carrapato) ou in vivo (testes de estabulo e de campo) e as técnicas moleculares. Entre os
testes com adultos, o mais utilizado é o Teste de Imersdo de Adultas (TIA) (DRUMOND et
al.; 1973). O TIA € de facil execucdo e os produtos comerciais podem ser usados, porém é
necessario um numero minimo de teledginas para sua realizacdo. O bioensaio com larvas
adotado como padrdo pela FAO ¢é o Teste do Pacote com Larvas (STONE; HAYDOCK,
1962), um teste rapido (resultados em 24 horas), simples, eficiente, de baixo custo e que
requerer poucos equipamentos. As técnicas moleculares se caracterizam por identificar o
gendtipo da resisténcia e apresentarem resultados em menos tempo (24 horas) que 0s
bioensaios (in vivo ou in vitro) os quais detectam o fendtipo (viva/morta). Porém, a deteccéo
de resisténcia por esse método é limitada em funcdo do pouco conhecimento de genes
responsaveis pela resisténcia, sendo necessario realizar mais ensaios especificos com cada

gene.

Palavras-chave: R. microplus, bovinos, acaricidas, resisténcia, diagnéstico



ABSTRACT

The tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus is widely distributed, predominantly in
tropical and subtropical areas. According to the FAO, in 1984 80% of the world cattle
population is exposed to tick infestation. /¢t’s a parasite mondxeno with biological cycle
divided into a parasitic phase and another phase of life free, being the bovine its preferred
host.. It is responsible for numerous economic losses in cattle due to direct injury to the
animal or as being a vector of pathogens, such as protozoa of the genus Babesia and the
bacteria of the genus Anaplasma, causative agents of bovine babesiosis. In Brazil, for
example, the loss due to their direct and indirect impact was estimated at two billion dollars
(GRISI et al., 2002). The control of cattle tick is mainly based on the use of chemicals. The
intensive and indiscriminate use of acaricides has led to the development of resistance to most
classes of chemicals on the market (SPAGNOL; PARANHOS; ALBUQUERQUE, 2010). In
Brazil, have been recorded populations resistant to organophosphates (FARIAS, 1999),
synthetic pyrethroids, to amitraz (FURLONG, 1999), ivermectin (MARTINS; FURLONG;
2001 and KLAFKE et al., 2006) and more recently fipronil (CASTRO-JANER et al., 2010).
The resistant individuals survive the selection pressure due to physiological and behavioral
mechanisms allowing their evolutionary adaptation. The methodologies for diagnosis of
resistance are the in vitro bioassays (based on the free-living stages of ticks) or in vivo (stable
testing and field) and molecular techniques. Between tests with adults, the most used is the
Test of Adult Immersion (TIA) (DRUMOND et al., 1973). The TIA is easy to perform and the
commercial products can be used, but requires a minimum number of ticks for its realization.
The bioassay larvae adopted by FAO's Test Package with larvae (STONE; HAYDOCK,
1962), a rapid test (results in 24 hours), simple, efficient, inexpensive and require little
equipment. Another bioassay with larvae that is often used is the Test Immersion Larvae
(TIL). Molecular techniques are characterized by resistance to identify the genotype and
results presented in less time (24 hours) the bioassay (in vivo or in vitro) which detect the
phenotype (alive / dead). However, detection of resistance by this method is limited by poor
knowledge of the gene responsible for resistance, it is necessary to perform further tests

specific to each gene.
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1 INTRODUCAO

O carrapato R. microplus € responsavel por sérias perdas econdémicas na pecuéria
bovina brasileira. Os danos econdmicos causados por esse parasito podem ser classificados
em dois grupos: em um enquadram-se 0s danos decorrentes da acao direta, caracterizados pela
espoliacdo sanguinea e suas consequéncias como anemia, prurido, irritacdo determinando
baixo rendimento produtivo (perda de peso, predisposi¢cdo a instalagdo de miiases, e a
desvalorizacdo do couro). Em outro grupo, encontram-se os problemas acarretados pela agéo
indireta, onde a transmissao de agentes patogénicos, como 0s hemoprotozoarios causadores da
Tristeza Parasitaria Bovina (TBP): Babesia bovis, Babesia bigemina e a bactéria Anaplasma
marginale. Esses organismos causam severos danos econdmicos aos produtores em
consequéncia da alta incidéncia de mortalidade e morbidade que ocasionam nos animais
infectados.

O controle do R. microplus é bastante complexo em virtude da interacdo de varios
fatores como, a raga do bovino, a época do ano, as condi¢cbes ambientais e 0 manejo, entre
outros. Atualmente, o controle desse parasito é feito principalmente por meio de
carrapaticidas (DE LA FUENTE et al, 2000; FRAGA et al, 2005; VARGAS et al, 2003) e a
introducdo dessas drogas, com variados principios ativos (organofosforados, formamidinas,
piretroides sintéticos e lactonas macrociclicas), é considerada um dos fatores preponderantes
no desenvolvimento da pecuaria em varias regides (CASTRO;NEWSON, 1993). A falta de
embasamento técnico na adogdo de medidas de controle do R. microplus, associada ao baixo
nivel de escolaridade dos produtores rurais de algumas regides, reduzem a eficiéncia e a vida
util dos produtos mais amplamente utilizados no controle quimico desse parasito (ROCHA et
al., 2006; SANTOS et al., 2009). Nao se pode prever que sempre havera um novo acaricida
disponivel para resolver o problema da resisténcia, uma vez que 0S custos para 0
desenvolvimento de novos ingredientes ativos podem chegar a 200 milhdes de ddlares e
dependendo da situagcdo, pode levar cerca de doze anos para poder ser comercializado
(HENNESSY, 1997). Logo, é fundamental a conscientizacdo e o uso ponderado dos

acaricidas pelos produtores rurais.



2 CARRAPATO Rhipicephalus (Boophilus) microplus

2.1 Origem, classificacdo e distribuicdo

A espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus originou-se provavelmente da Asia,
adaptando-se perfeitamente ao clima das éareas tropicais, onde o calor e a umidade
propiciaram condi¢cbes favoraveis a sobrevivéncia e manutencdo da espécie (POWELL,;
REID, 1982). Este parasito, conhecido no Brasil como carrapato dos bovinos, é um
ectoparasito hematdfago que pertence ao filo Artropoda, classe Aracnida, ordem Acarina,
subordem Metastigmata e superfamilia Ixodidea, género Rhipicephalus, subgénero Boophilus.
Os carrapatos do género Boophilus foram reclassificados recentemente, por meio de um
estudo de filogenética molecular, como pertencentes ao género Rhipicephalus (MURREL,;
BARKER, 2003). Este se encontra amplamente distribuido nos rebanhos bovinos das
Américas Central e do Sul, Africa, Asia e Oceania entre os paralelos 32°N e 32°S, sendo um
dos principais parasitos que afetam a pecuéria destas areas (JOHNSTON et al., 1982).
Segundo a FAO (1984) 80% da populagdo bovina do mundo estd exposta a infestacdo de

carrapatos.

Figura 1 — Distribuicdo mundial do Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Fonte: ICCTD, 2004

2.2 Ciclo de vida do R. microplus

O R. microplus parasita um Unico hospedeiro (monoxeno), isto &, depende de apenas
um hospedeiro em seu ciclo de vida, preferencialmente os bovinos e secundariamente outras
espécies como bubalinos, equideos, ovinos, caprinos e cervideos. Seu ciclo bioldgico
dividide-se em duas fases: a de vida livre e a de vida parasitaria (Fig 1).

2.2.1 Fase ndo parasitaria



Esta se inicia ap6s a queda da teledgina com o periodo de pré-postura e se estende até
a eclosédo dos ovos e a transformacdo das neolarvas em larvas infestantes (GONZALES,
1974). Considera-se que 95% da populacdo de carrapatos encontra-se no ambiente, tanto na
forma de larvas infestantes e de ovos (maioria), como na forma de fémeas em periodo de pré
postura e de postura. Esse dado é de suma importancia, pois um Unico tratamento
carrapaticida no hospedeiro atingird somente aqueles carrapatos que estdo na fase parasitaria
naquele momento, surtindo minimo efeito na populacdo que se encontra majoritariamente no
ambiente.

Figura 1 — Ciclo de vida de R.(B).microplus

Fonte: REVISTA Globo Rural, 2013

De forma simplificada a fase ndo parasitaria do R. microplus pode ser assim descrita:
apos a queda da fémea ingurgitada, sdo necessarios em torno de trés dias para a pré-postura;
de trés a seis semanas para a postura. No periodo de postura cada fémea pode colocar dois a
trés mil ovos que eclodem em duas a trés semanas, dependendo das condic¢des de temperatura
e umidade relativa do ar. As larvas recém eclodidas ndo tem poder infestante, pois elas
precisam de um tempo para fortalecimento da cuticula, em geral de quatro a seis dias, sendo
gue apds esse periodo, elas sobem nas hastes dos capins, principalmente no periodo da manha,
aguardando a passagem do hospedeiro para parasita-lo (Figura 2). O tempo de vida livre do
carrapato do bovino gira em torno de 60 dias, podendo se estender a mais de 300 dias,

dependendo das condi¢des ambientais e da época do ano.


http://revistagloborural.globo.com/GloboRural
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Segundo Wilkinson (1970) o ovo é o estadio mais suscetivel a dessecacdo nos
Ixodideos, isso por que ele é o Unico estagio imovel no ciclo de vida do carrapato. Snowball
(1957) verificou que temperaturas abaixo de 21,1°C ou acima de 30°C, mesmo quando
associadas a altas umidades relativas, podem inibir a eclosdo dos ovos. Oba et al., (1976)
trabalhando a 27°C e 80% de umidade relativa, obtiveram 80,32% de ecloséo, enquanto
Bennet (1974) e Vega (1976) obtiveram 95% de eclosdo com 30°C e 100% de umidade
relativa. 1sso mostra o quanto a temperatura e a umidade relativa afetam o desenvolvimento
embrionario do R. microplus.

Figura 2 — Larvas infestantes de R.microplus, na haste do capim a espera de
um hospedeiro

Fonte: REVISTA Interural, 2013

2.2.2 Fase parasitaria

A fase de vida parasitaria € praticamente estavel em todas as regides segundo
Gonzales (1975) e inicia-se quando a larva infestante instala-se no hospedeiro e dura em torno
de 21 dias. Ao eclodir o ovo, surge uma larva hexapoda que apresenta geotropismo negativo
(COTTON, 1915) e fototropismo positivo (WILKINSON, 1953) o que determina a ascensao
das larvas no capim buscando um hospedeiro. As larvas na haste do capim apdiam-se no
segundo e terceiro pares de patas, agitando o primeiro como num esfor¢o para localizar o
hospedeiro (COTTON, 1915; LEGG, 1930). Ao alcancarem o hospedeiro, as larvas

movimentam-se por cerca de uma hora, quando entdo fixam-se por meio das suas pecas
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bucais, dando inicio a fase parasitaria propriamente dita (RIEK, 1965). O R. microplus é
encontrado principalmente em regides anatdmicas do hospedeiro que oferecem temperatura e
espessura da pele adequadas ao seu desenvolvimento. Doube; Kemp (1979) ao estudarem in
vitro a influéncia da temperatura da pele bovina na fixacdo e sobrevivéncia das larvas de R.
microplus, concluiram que as larvas se acumulam em regides do hospedeiro onde a
temperatura varia entre 31 e 38°C.

As larvas de R. microplus alimentam-se preferencialmente de plasma, e apenas nos
estadios finais que precedem o rapido ingurgitamento das ninfas e das fémeas € que o sangue
torna-se o principal constituinte alimentar (TATCHELL et al.,1972). O acasalamento ocorre a
partir do 17° dia da infestacdo (LONDT; ARTUR, 1975) durante o repasto sanguineo da
fémea. Apos a fertilizacdo ha um rapido ingurgitamento da fémea podendo esta aumentar em
até 200 vezes o seu peso culminando com a queda da fémea ingurgitada. Segundo
Moorhouse; Tatchell (1966), a maior parte das fémeas que atingem comprimento superior a
4,5mm, em cerca de 10 horas, completa seu ingurgitamento. Uma vez em condicGes a fémea
fara oviposicdo e depois morrerd. Os machos permanecem mais tempo no bovino podendo se
acasalar com outras fémeas.

Figura 3- Parasitismo por R.microplus

2.3 Importancia do R. microplus
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O carrapato R. microplus é responsavel por expressivas perdas a pecudria bovina
brasileira, estimativas mostraram que o impacto econémico anual pode ser maior que US$ 2
bilhGes de dolares (GRISI et al., 2002).

2.3.1 Danos diretos

Sé&o decorrentes da acdo direta sobre o hospedeiro. Estima-se que cada carrapato ingira
de 1-3 ml de sangue para completar seu ciclo de vida num animal. Logo, a espoliagio
sanguinea causada por varios parasitos pode causar anemia e perda de nutrientes. Além disso,
a irritacdo causada pelos carrapatos leva a uma reducdo da ingestdo de alimentos pelos
animais.  Acrescenta-se também a desvalorizagdo do couro pelos danos a pele, e altas
infestacBes predispdem a instalacdo de miiases. Todos esses fatores tém um impacto negativo

sobre o0 ganho de peso, na producéo de leite e na valorizacao do couro.
2.3.2 Danos indiretos

Entre os danos causados pela acdo indireta destacam-se a transmissdo dos patdgenos
causadores da Tristeza Parasitaria Bovina (0s protozoarios do género Babesia e a bactéria do
género Anaplasma) (Fig 4). Os agentes da TPB causam severas perdas econémicas aos
produtores em consequéncia de elevados casos de mortalidade e morbidade que ocasionam
nos animais infectados. A mortalidade foi estimada em 1,2% das cabegas de gado no Brasil
(HORN, 1983). Além disso, devem ser consideradas as perdas econdémicas relacionadas a
mé&o de obra, despesas com instalacfes, compra de acaricidas e equipamentos de suporte para
aplicacdo dos mesmos (CORDOVES, 1999).

Figura — 4 Babesia bigemina parasitando
eritrocitos

C S

(1]
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3 COMBATE CONTRA Rhipicephalus (Boophilus) microplus

N&do had no pais um programa oficial de controle do carrapato bovino, sendo o
tratamento curativo o mais adotado pelo produtor rural. Inimeras sdo as causas do insucesso
desse tipo de tratamento, entre elas pode-se destacar: aplicacdo baseada na visualizacdo do
carrapato ou no nivel de infestacdo dos animais concentrando a aplica¢do do acaricida na fase
parasitaria da vida do carrapato. Na regido Sudeste do Brasil, o numero de banhos
carrapaticidas varia de seis a 24 por ano (média de 12 banhos/ano) e utiliza-se de 500 a 1000
mL de calda carrapaticida por animal (ROCHA, 1996). Desconhecimento da triade parasito-
hospedeiro-ambiente, da biologia e da ecologia do R. microplus nas diferentes regides do pais
é uma constatacdo que dificulta o sucesso do controle do carrapato, tornando os tratamentos
curativos cada vez menos eficazes.

Um agravante desse tratamento sem prévio planejamento é o aceleramento do
surgimento de populacbes de R. microplus resistentes aos carrapaticidas, uma vez que 0s
quimicos constituem-se na base do controle desse parasito. O produtor reconhece que o
carrapaticida perde sua eficacia com o tempo de uso, mas desconhece 0s mecanismos de
como isso ocorre (ROCHA, 1996). A associacdo da troca constante de formulacdes
carrapaticidas e o elevado nimero de tratamentos por ano (alta pressdo de selecdo)
culminaram com o surgimento de populagdes de carrapatos resistentes a praticamente todas as

formulagBes comerciais para controle de carrrapatos (LEITE et al., 1995).
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4 RESISTENCIA A ACARICIDAS

Nas Ultimas décadas, o controle quimico do carrapato do boi tem se concretizado
como a forma predominante, por ser pratico, eficaz e econdmico. No entanto, 0 uUso excessivo
de carrapaticidas, sem o entendimento da ecologia e epidemiologia do carrapato, aliado as
falhas na detecgdo e na aplicagdo, levou ao desenvolvimento de resisténcia a boa parte das
drogas disponiveis no mercado (SPAGNOL; PARANHOS; ALBUQUERQUE, 2010). Um
indicio do desenvolvimento de resisténcia a campo €, quando o produto que anteriormente se
mostrava eficiente para o controle, ja ndo demonstra o0 mesmo efeito, desde que utilizado sob
condi¢cdes adequadas de aplicacdo (quantidade suficiente de calda por animal, dosagem
correta) (BENAVIDES et al., 2001).

As populacGes de carrapatos, que ao serem expostas aos acaricidas, tiverem seu
potencial de sobrevivéncia e reproducdo preservados, podem ser consideradas resistentes.
Segundo FAO (2004) a resisténcia pode ser definida como um aumento significativo no
nimero de carrapatos, capazes de tolerar doses de drogas comprovadamente letais para a
maioria dos individuos da mesma espécie. A resisténcia a varias classes de carrapaticidas
vem aumentando rapidamente como resultado da excessiva pressao de selecdo determinada
pelo uso intensivo de drogas por um longo periodo (NARI; HANSEN, 1999). Ja foi
demonstrado que o R. microplus pode desenvolver resisténcia mais rapidamente que outros
carrapatos, por possuir um curto periodo de tempo entre as geracfes (KOCAN, 1995). Tal
fato, quando somado a pressdo seletiva que sofrem por excesso de aplicacdo de carrapaticidas,
favorece o surgimento de populacdes geneticamente diferentes. Essa diferenca pode estar
relacionada a sensibilidade a uma determinada droga, promovendo geracdes resistentes
(RANDOLPH 2004). Em muitas regides do mundo o problema da resisténcia para a maioria
das drogas é gravissimo, tem sido detectada a organofosforados, piretroides sintéticos e, mais
recentemente, para amitraz e lactonas macrociclicas (Figura 5).

No Brasil, foram registradas populacdes de carrapatos resistentes a maioria das classes
de drogas usadas para o seu controle. Farias (1999) relatou casos de resisténcia a
organofosforados e piretroides sintéticos; Furlong (1999) ao amitraz na regido sul e sudeste.
Em meados da década de 90, intensificou-se o uso das lactonas macrociclicas, servindo como
uma alternativa no controle de populages resistentes aos compostos citados anteriormente, e
pela facilidade de aplicacdo. O resultado desse uso massivo foi o surgimento de populacdes de
campo resistentes a esse grupo quimico (MARTINS; FURLONG, 2001) e posteriomente foi

detectada resisténcia a ivermectina através de testes in vitro (KLAFKE et al., 2006). Mais
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recentemente, Castro-Janer et al. (2010) confirmou a ocorréncia de populacbes de carrapatos
resistentes a Fipronil no Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Séo Paulo.

Figura 5 — Distribuicdo mundial de resisténcia de carrapatos
a acaricidas

Based on data from Survey of OIE member countries,
FAO questionnaires (1998) and literature search (1999)

TICK RESISTANCE ‘

Fonte: FAO, 2004

4.1 Mecanismos de resisténcia

Os individuos resistentes sobrevivem a pressdo de selecdo gracas a mecanismos
comportamentais e fisioldégicos que permitem a sua adaptagdo evolutiva. Os mecanismos
fisioldgicos e o0s genes que os regulam tém sido cada vez mais estudados. Esses mecanismos
sdo principalmente: a diminuicdo da penetracdo cuticular da droga, o aumento do poder
sequestrante de moléculas toxicas ou mesmo insensibilidade a compostos tdxicos
(OAKESHOTT et al., 2003) e aumento de detoxificagdo celular. O fundamento molecular da
resisténcia pode ser resumido em trés tipos: 1- aumento da expressao de genes ou aumento da
atividade de enzimas envolvidas em metabolismo de detoxificagdo, 2- mutagcdes em
neurorreceptores e, 3- mutacdes em canais de sodio (RUFINGIER et al, 1999). Basicamente
trés sistemas enzimaticos podem estar envolvidos no metabolismo de inseticidas em geral: as
citocromos P450, as esterases e as glutationas S-tranferases (RANSON et al.,2002).

Os citocromos P450 sdo um grupo de enzimas que catalisam uma grande variedade de
reacfes quimicas e agem sobre diversos substratos, oxidando compostos enddgenos e
exogenos ou tornando 0s compostos toxicos mais sollveis, facilitando a sua excre¢do. As
P450 monoxigenases sdo enzimas capazes de detoxificar artropodes, inclusive R. microplus
de piretroides e organofosforados (LEE et al., 2002). As esterases estdo envolvidas na

detoxificacdo de organofosforados, em especial as acetilcolinesterases (AChE) e as
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carboxipeptidases. E por fim, as glutationas S-tranferases, sdo capazes de conjugar a
glutationa reduzida aos centros eletrofilicos de compostos exdgenos e enddgenos, para formar
um composto mais solavel e facil de ser excretado. Elas sdo responsaveis pela detoxificacéo
de organoclorados (DDT), organofosforados e piretréides sintéticos (LI et al., 2007) e
ivermectina (STUMPF; NAUEN, 2002).

4.2 Historico de desenvolvimento de resisténcia aos acaricidas

O controle do Rhipicephalus (Boophilus) microplus é feito principalmente por meio de
acaricidas. Desde o final do século XIX, pesquisadores vém buscando produtos com a
finalidade de combater o carrapato dos bovinos, sendo o arsénico 0 primeiro composto
registrado para essa finalidade. Posteriormente, surgiram o0s organoclorados, 0s
organofosforados, o0s piretroides sintéticos, os amidinicos, as benzoilfenuluréias, o

fenilpirazol e as lactonas macrociclicas (avermectinas/milbemicinas).

Diante da exposi¢cdo continua aos compostos quimicos, 0s carrapatos tém
desenvolvido ao longo dos anos, um mecanismo de sobrevivéncia capaz de tolerar os
ingredientes ativos utilizados para controla-los, fenémeno conhecido como resisténcia. Os
primeiros relatos de tal fenémeno foram feitos em 1936, na Australia contra R. microplus e
em 1938 na Africa do Sul, contra Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus (WHARTON, 1983)
apos décadas de uso do arsénico. Desde esse periodo travou-se uma batalha na luta contra o

carrapato do bovino.

Os carrapaticidas sdo classificados em familias ou grupos quimicos. Com o decorrer
do tempo, novos grupos quimicos foram sendo lancados e outros desapareceram. Na
atualidade, além dos grupos quimicos pode-se agrupar os carrapaticidas conforme sua atuacéo
em sistémicos e em contato. Os compostos sistémicos séo aplicados por meio de injecoes
(subcuténeas ou intramusculares), ou pour on. Seu principio ativo é metabolizado pelo
organismo e distribuido a todo o corpo do animal, chegando, através da circulagdo, aos
carrapatos, que entdo sdo intoxicados. Nessa classe, pode-se enquadar: as Lactonas
Macrociclicas e as Benzofenilureias. Os compostos de contato sdo aplicados por meio de
pulverizacdo, imersdo ou pour on. Para agirem € necessario o contato do produto com o
carrapato o qual acaba penetrando pelos orificios naturais ou mesmo pela cuticula,
provocando a intoxicagdo e morte do parasito. Sdo incluidos nessa classe: organofosforados,
amidinicos, piretroides sintéticos, fenilpirazois e naturalyte (FURLONG et al.,2005). A figura

4 sintetiza a situacdo da resisténcia acumulada para as cinco classes de acaricidas a nivel
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mundial. Sdo incluidos dados de publicacdes cientificas (Inglés, Espanhol e Portugués), além
de relatorios da FAO emitidos até junho de 2012.

Figura 6 — Relacéo da resisténcia acumulada aos acaricidas organofosforados (OP), os
piretroides sintéticos (SP), amitraz, lactonas macrociclicas (ML) e fipronil a
nivel mundial.

I:l no resistance or no data
~ I:l 1 class: OP or SP

I:l 2 classes among OP. SP, amitraz
- 3 classes: OP, SP, amitraz

- 4 classes: OP, SP, amitraz, ML or fipronil
- 5 classes: OP, SP, amitraz, ML, fipronil
|:| 2 classes: OP, SP (outbreaking strains)

Fonte: Lovis, 2012

4.2.1 Resisténcia a arsenicais

Os compostos arsenicais foram os primeiros acaricidas a serem utilizados, sendo que
isso ocorreu na Australia em 1896 (ANGUS, 1996) dando inicio a histéria de controle
quimico dos carrapatos. No Brasil, populagdes resistentes ao arsénico comegaram a aparecer a
partir de 1950 (OLIVEIRA et al., 1986). Freire (1953) relatou casos de resisténcia aos
arsenicais surgidos em 1950 e 1952 no Rio Grande do Sul. Esses compostos exigiam cuidado
na manipulacdo devido aos riscos de intoxicacdes ou perda de eficiéncia em funcdo das
alteracdes normalmente ocorridas nos banheiros carrapaticidas. Sendo substituidos por drogas
mais eficazes e de manejo mais seguro, e ndao por resisténcia generalizada, como poderia ser
pensado (ARTECHE et al., 1977).

4.2.2 Resisténcia a organoclorados

Os inseticidas organoclorados, DDT (Dicloro-difenil-tricloroetano), BHC
(Benzenohexaclorado), Gamexano (Hexaclorociclohexano) e o Toxafeno, principais
representantes dessa classe quimica (CORREA; GLOSS, 1956) foram disponibilizados no
mercado, em 1949 no Rio Grande do Sul. Esses compostos substituiram o0s arsenicais,
demostrando bom resultado e maior seguranca toxicoldgica no combate aos carrapatos, além

de ser a alternativa no controle de carrapatos arsenoresistentes. Registra-se que 0s
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organoclorados foram os primeiros inseticidas organicos sintéticos a serem comercializados
(GEORGE et al.,2004).

O primeiro relato de resisténcia foi registrado em 1952, no municipio de Alegrete, Rio
Grande do Sul (CORREA; GLOSS, 1956). A partir de 1971, o uso dos compostos
organoclorados na lavoura e pecuaria foram proibidos no Brasil, segundo a IN 42 do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Agronegocio(1999). Essa proibicdo se deve a grande
capacidade de persisténcia no ambiente e a acdo carcinogénica desse grupo quimico.

4.2.3 Resisténcia a organofosforados

Os representantes deste grupo s@o derivados do acido fosférico e caracterizados por
um mesmo mecanismo de acdo. A atividade tdxica desse grupo esta vinculada a atividade de
inibir o complexo enzimatico da acetilcolinesterase, a qual hidroliza a acetilcolina,
ocasionando um aumento de acetilcolina em niveis toxicos para 0s carrapatos e causando um
aumento das contra¢fes nos musculos até atingir a paralisia. Os principais representantes
desse grupo utilizados no controle de carrapatos sdo: Ethion, Clorpirifés, Clorfenvinfés e
Coumafos. Diferentemente dos organoclorados, os organofosforados sdo quimicamente
instaveis e ndo acumulativos (GEORGE et al.,2004).

A resisténcia do carrapato aos organofosforados esta relacionada normalmente a um
Unico gene semidominante, ou seja, os individuos heterozigotos também apresentam
resisténcia, embora menor do que 0os homozigotos resistentes. Os mecanismos da resisténcia
aos organofosforados ainda precisam ser melhor explicados, mas sabe-se que existe relacdo
com a insensibilidade da acetilcolinesterase (FOIL et al., 2004), com o aumento do
metabolismo das esterases localizadas no intertegumento de teledginas resistentes e com a
superexpressdo dessas enzimas em larvas (VILLARINO, 2001).

A primeira notificacdo de resisténcia a esse grupo na América do Sul ocorreu em
1963, segundo Oliveira et al., (1986). No Brasil, as primeiras constatacdes de carrapatos
resistentes foram registradas ao final da década de 60, no Rio Grande do Sul (ARTECHE et
al., 1975).

4.2.4 Resisténcia a piretroides

Os piretroides sintéticos foram introduzidos no mercado carrapaticida na década de 80.
Existem no mercado produtos originarios de pelo menos trés subgrupos dessa familia
(Deltametrina, Cipermetrina e Alfametrina). Esse grupo atua causando hiperexcitabilidade nos
artropodes ao provocarem alteracdes nos ions Na* e CI* ao nivel da jungdo neuromuscular. O

mecanismo de acdo determina uma rapida excitagdo inicial, seguida de paralisia e morte
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(rapido efeito knockdown) (ROMA et al., 2009). Os piretrdides apresentam uma potente
atividade inseticida e acaricida, baixa toxicidade aos mamiferos, prolongado efeito residual e
maior biodegradabilidade no solo, justificando a rapida difusdo desses ingredientes ativos na
década de sua introducao.

Na tentativa de atrasar o surgimento da resisténcia e aumentar a eficiéncia dos
piretréides, surgiram as associagcdes com os organofosforados. Esses produtos tendem a ser
mais baratos, pela menor concentracao de piretrdides, que possuem maior custo. Além disso,
sdo eficientes no controle de populagdes organofosforados resistentes. Outra aplicabilidade é
a possibilidade de controle concomitante entre o carrapato e a mosca-do-chifre (GEORGE et
al.,2004).

A primeira constatacdo de carrapatos resistentes aos piretréides sintéticos foi realizada
nos anos 80, na Australia (NOLAN, 1981), sendo que no Brasil, indicios iniciais de
resisténcia a este grupo quimico foram sugeridos por Leite (1988) e no Rio Grande do Sul
Laranja et al., (1989), notificaram pela primeira vez esta ocorréncia. Foram identificados dois
padrdes de resisténcia para este grupo em R. microplus. Um deles € do tipo alteracdo de sitio
de acdo, acarretando modificacdes no gene do canal de sdédio controlado por voltagem,
presente no sistema nervoso central dos carrapatos, influenciando a ligacdo dos piretréides
(HE et al., 1999). O segundo mecanismo, menos entendido, envolve detoxificagdo metabdlica
mediada pela acdo de esterases e de citocromo P450 (MILLER et al.,, 1999). Uma
caracteristica do R. microplus é variacdo genética entre diferentes populacGes resistentes a

piretroides, para esses mecanismos (GUERRERO et al., 2001).
4.2.5 Resisténcia a formamidinicos

Atualmente, o amitraz € o principal ingrediente ativo desse grupo em atividade no
mercado carrapaticida a mais de 30 anos. Este produto possui uma toxicidade minima para
bovinos e para os seres humanos, ndo apresentando periodo de retengdo na carne. Assim, sua
aplicacdo torna-se viavel por apresentar um curto periodo de caréncia e por ser rapidamente
degradado no ambiente (JONSSON; HOPE, 2007). Embora o mecanismo de agdo do amitraz
ndo seja completamente evidente, alguns autores, estudando o mecanismo de acdo das
formamidinas, postulam que existe interagc@o desses acaricidas com o receptor de octopamina
presente no sistema nervoso da praga alvo, além da inibi¢cdo das monoamino oxidases (LI et
al., 2004).
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Jonsson; Hope (2007) reportam que o modo de heranca da resisténcia a amitraz é
pouco conhecido e parece ser de caracteristica poligénica. Apesar dos mecanismos de
resisténcia ao amitraz ainda ndo serem bem esclarecidos, aponta-se que alguma cepas de R.
microplus resistentes demonstram aumento de atividade enzimatica de esterases e glutationa-
S-transferase (LI, 2004).

A resisténcia de R. (B.) microplus ao amitraz ja foi relatada previamente em alguns
paises como: Venezuela (BRAVO et al.,, 2008); Austrdlia (JONSSON; HOPE, 2007;
JONSSON et al., 2010), Colémbia (BENAVIDES, 1995) e México (LI et al., 2004;
RODRIGUEZ-VIVAS et al.,2006). No Brasil, ja ha relatos de alguns casos de resisténcia ao
amitraz (FURLONG, 1999; MILLER et al., 2002; SANTOS et al., 2008; CAMPOS-JUNIOR
etal., 2010).

4.2.6 Resisténcia as lactonas macrociclicas

O grupo da lactonas macrociclicas (LM) é dividido em avermectinas (abamectina,
doramectina e ivermectina) e em milbemicinas (moxidectina). A ivermectina foi introduzida
comercialmente em 1981, possibilitou novas opcGes de manejo antiparasitario, em fungéo da
sua potencialidade, amplo espectro de acdo (endo e ectoparasitos) e persisténcia no organismo
(STRONG; BROWN, 1987). Essa singular atividade contra ecto e endoparasitos originou o
termo “endectocidas”, aplicado a todos os componentes das lactonas macrociclicas. Entre
2002 e 2006 a venda de endectocidas no Brasil cresceu 48,88% atingindo a marca de 500
milhGes de doses vendidas (SINDAN, 2006), mostrando a ampla utilizacdo desta classe
quimica.

A acdo das avermectinas se da através da ligacdo da droga a canais de cloro mediados
pelo GABA (Acido Gama Amino-Butirico) ou devido a alta afinidade do farmaco aos canais
de cloro controlados pelo glutamato, resultando em paralisia e morte dos artrépodes e
nematoides (SHOOP et al., 1995) . Nesse caso, as concentracdes sd0 muito menores as
necessarias para estimular os canais dependentes de GABA (CULLY et al., 1994). Dessa
forma, sugere-se que a acdo parasiticida das avermectinas também seja mediada pela
interacdo com canais de cloro regulados por glutamato (MCKELLAR; BENCHAOUI, 1996).

O primeiro relato no Brasil de resisténcia a essa classe de medicamentos, foi feita
atraves de testes de campo (MARTINS; FURLONG, 2001) demonstrando resisténcia do R.
microplus a doramectina, manifestando resisténcia cruzada com ivermectina. Apos teste in
vitro Klafke et al.(2006) comprovou outra populagdo de carrapatos resistente a ivermectina no

estado de Sdo Paulo. Sendo esses, os dois primeiros relatos de resisténcia de carrapatos a
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lactonas macrociclicas feitos no Brasil. Em 2011, novos relatos de populacGes resistentes a
ivermectina foram registrados por Klafke, 2011. O uso difundido de lactonas macrociclicas
para o controle de parasitos e a limitacdo na escolha de carrapaticidas alternativos, contribuem
para que a resisténcia a este grupo de compostos se torne um grande problema (GEORGE et
al.; 2004).

4.2.7 Resisténcia a fenilpirazol

O fipronil, inseticida pertencente ao grupo quimico fenilpirazol, € uma molécula com
alta seletividade pelos insetos em relacdo aos mamiferos (NARAHASHI et al., 2007 ). Foi
usado inicialmente para o controle de pragas agricolas e de importancia em salude publica
(COLLIOT et al., 1992) e posteriormente em veterinaria para o controle de parasitos externos
(HAINZL; CASIDA, 1996). Seu uso no controle de carrapatos ocorreu no inicio da década de
90.

O fipronil age bloqueando os canais de ions cloreto que sdo controlados por &cido
gama-aminobutirico (GABA) presente nos neurénios do sistema nervoso central dos insetos
(BLOOMQUIST, 2003). O fipronil também é bloqueador dos canais de ions cloreto mediados
pelo glutamato (NARAHASHI et al., 2007) e esta caracteristica explica em parte, a maior
toxicidade seletiva para os insetos ja que os mamiferos nao tem esse tipo de canal.

Relatos de resisténcia a fipronil foi demonstrado inicialmente nas pragas agricolas e de
importancia para a saude publica (MINGZHANG et al., 2004). O registro de popula¢des de R.
microplus resistentes a fipronil surgiram no Uruguai (CUORE et al., 2007; CASTRO JANER
et al., 2009) e recentemente em varios estados do Brasil (CASTRO JANER et al., 2010).
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5 DIAGNOSTICO DA RESISTENCIA

Um teste de diagnostico ideal deve reunir muitos requisitos (FAO, 2004), entre eles:
ser sensivel o suficiente para identificar a resisténcia inicial na sua emergéncia, abranger toda
a gama de grupos quimicos que estdo em uso, ser simples e barato, requerer um baixo nimero
de fémeas ingurgitadas. Além disso, ele deve fornecer resultados rapidos e confiaveis, e ser
adequado para padronizacdo entre laboratorios, em muitos paises. No entanto, nenhum dos
testes disponiveis satisfaz todos estes requisitos. Atualmente, a deteccdo da resisténcia é
realizada por bioensaios in vivo ou in vitro e técnicas moleculares. Sendo que os bioensaios
tém sido usados a mais de 40 anos e ainda demonstram 6timos resultados no diagndstico da

resisténcia aos acaricidas (FAO, 2004).
5.1 Bioensaios in vivo

Os bioensaios in vivo sdo realizados por meio de infestacGes naturais ou artificiais de
carrapatos em bovinos. Um dos grupos é submetido ao tratamento com a droga a ser testada e
0 outro permanece como controle ndo tratado. Registram-se os dados como numero de
carrapatos e massa, eclosdo e postura viavel, os quais sdo utilizados para se determinar a
eficacia da droga. No entanto, a demora na conclusdo e a complexidade de realizacdo desses
testes, restringe sua aplicacdo a provas de confirmacdo de resisténcia em centros de

referéncia.
5.2 Bioensaios in vitro

As técnicas in vitro usadas para deteccdo de resisténcia a carrapaticidas se baseiam nas
formas de vida livre do carrapato, podendo ser usadas fémeas ingurgitadas ou larvas. Serdo
descritos o Teste de Imersdo de Adultas (TIA) e o Teste de Pacote com Larvas (TPL), bem
como o teste de Imersdo de Larvas (TIL) que também desempenha um papel importante no

diagndstico de resisténcia acaricida, apesar de nao ser recomendado pela FAO.
5.2.1 Teste de Imersédo de Adultas (TI1A)

Este teste tem como principio a utilizacdo de fémeas adultas ingurgitadas imersas em
acaricidas tecnicos ou comerciais. A FAO, 2004 instrui a ado¢do de uma dose discriminatoria
(DD) para cada principio ativo disponivel no mercado a fim de diferenciar carrapatos
resistentes dos suscetiveis. O TIA baseia-se em avaliar o efeito do tratamento sobre a
fecundidade e fertilidade, comparando teledginas tratadas e ndo tratadas.

Pela praticidade, o protocolo mais utilizado é o de Drummond et al, 1973. Neste

protocolo, sdo pesados grupos de dez fémeas ingurgitadas, imersas nas diferentes solucfes
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acaricidas por 30 segundos, retiradas, colocados sobre um papel absorvente para secar e,
posteriormente, sdo incubadas a 27-28 °C e 80-95% de umidade relativa. Apds duas semanas,
0s ovos produzidos pelas teledginas em cada grupo de tratamento sdo pesados e colocados
num recipiente fechado e mantida numa incubadora até ter condi¢cGes de conseguir estimar
visualmente a porcentagem de eclosdo viavel de larvas.

A andlise da eclosdo e sua viabilidade apds seis semanas, propicia a avaliacdo do
indice de eficacia de cada produto comercial atraves das seguintes formulas (DRUMOND et
al, 1973):

- Eficiéncia Reprodutiva (ER):

ER= Peso da massa de ovos X % eclosdo X 20000

Peso das teledginas
- Eficiéncia do Produto (EP):

% de controle= ER (n&o tratado) — ER (tratado) X 100
ER (ndo tratado)

O TIA é de facil execucdo e os produtos comerciais podem ser usados, evitando
dificuldades na obtencdo do produto técnico. Porém, os lotes dos produtos podem sofrer
variacdes e pequenas mudancas na formulacdo podem causar alteracdes significativas nos
resultados em dose resposta (NOLAN, 1984). O fator limitante no uso do TIA, é o0 nimero
insuficiente de fémeas ingurgitadas necessarias para obtencdo de resultados confidveis
(JONSSON, 2007).



Figura 5 — Sequéncia do teste de imersdo de adultas
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Figura 7- Avaliacdo de mortalidade de teleégnas, apos sete dias de incubacédo

Figura 8 — Avaliacdo da eclodibilidade de larvas ap6s quatro semanas de incubacéo

5.2.2 Teste de Pacote com Larvas (TPL)

O TPL foi desenvolvido por Stone; Haydock (1962) e € baseado na exposi¢cdo de
larvas de carrapato a papéis filtro impregnados quimicamente, sendo quantificada a
mortalidade subsequente ap6s 24 horas. Os acaricidas técnicos sdo dissolvidos em
tricloroetileno (TCE) e azeite e, em seguida, diluidos seriadamente para obtengdo de
concentragOes decrescentes da droga. Um volume de aproximadamente 0,7 mL de cada
diluicdo € aplicado a um papel filtro (cerca de 7,5-10 cm). ApGs a secagem dos papéis

tratados as larvas sdo inseridas em cada pacote por meio de um pincel fino e depois selado,
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formando um pacote. Esses serdo incubados a temperatuta de 27-28°C e umidade relativa do
ar de 80-95%. O critério para avaliagdo 24 horas ap6s a incubacdo € a mortalidade ou
incapacidade das larvas de andar. Este teste € o recomendado pela FAO para diagnostico de

resisténcia, além de ser simples, eficiente, de baixo custo e requerer poucos equipamentos.
5.2.3 Teste de Imersdo de Larvas (TIL)

O teste de imersdo de larvas (TIL) foi desenvolvido pela primeira vez por Shaw (1966)
e mais tarde modificado por Sabatini et al. (2001). Neste teste, as larvas de carrapato sdo
imersas em dilui¢bes do acaricida comercial ou técnico durante dez minutos, em seguida, s&o
retiradas do tubo, transferidas para um papel filtro. Os pacotes sdo incubados a 27-28°C e 85-
95% de umidade relativa do ar, durante 24 horas antes de serem abertos para avaliacdo da
mortalidade das larvas, como no LPT.

O TIL e utilizado principalmente para a deteccdo de resisténcia a ivermectina e
fipronil e se mostrou mais eficiente do que o TPL para a deteccdo de resisténcia a estes dois
compostos (CASTRO-JANER et al., 2009; KLAFKE et al., 2012).

5.3 Técnicas moleculares

Os métodos de deteccdo por técnicas moleculares se caracterizam por identificar o
gendtipo da resisténcia e apresentarem resultados em menos tempo (24 horas) que 0s
bioensaios (in vivo ou in vitro) os quais detectam o fendtipo (viva/morta). Porém, a detec¢cao
de resisténcia por esse método é limitada em funcdo do pouco conhecimento de genes
responsaveis pela resisténcia, sendo necessario realizar ensaios especificos com cada gene.
Assim, para o uso de ferramentas moleculares é necessario conhecer a molécula alvo do
composto e as mutacdes que conferem resisténcia ao mesmo, devem ser conhecidas.

Em carrapatos, ja é possivel identificar a presenca de mutacbes de canal de sédio
(resisténcia a piretroides) e de acetilcolinesterase (resisténcia a organofosforados) e
determinar a frequéncia de individuos resistentes em uma populacdo (GUERRERO et al.,
2002). O papel da carboxilesterases e acetilcolinesterases na resisténcia do R. microplus tem
sido investigado demonstrando que o fendmeno pode estar relacionado com o numero de
copias do gene e mutacdes pontuais em genes que codificam esterases (VILLARINO et al.,
2003; OAKESHOTT et al.,, 2005). Dois genes codificando acetilcolinesterase foram
identificados e sequenciados (AChE1 e AChE2) em cepas resistentes (BAXTER; BARKER,
2002). Hernandez et al. (2002) encontraram uma alta frequéncia do gendtipo homozigoto
mutante em uma cepa resistente a permetrina (96% das larvas resistentes e 33% de fémeas

adultas resistentes) e identificaram que a transcri¢cdo contendo o ponto de mutacdo foi mais
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abundante na cepa resistente. Segundo Jonsson et al. 2008, as técnicas moleculares ndo

deveriam ser consideradas um substituto aos tradicionais bioensaios.
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6 CONCLUSOES

A disponibilidade de ferramentas para determinar a resisténcia acaricida em carrapatos
€ um pre-requisito para dar recomendacGes aos agricultores e reduzir o risco de
desenvolvimento de resisténcia a longo prazo. Como mostrado pela historia da introducéo de
novas classes de acaricidas, cada um deles foi seguido pelo subsequente desenvolvimento de
resisténcia. Portanto, quando uma nova classe de compostos é introduzida no mercado, a
questdo nao € se a resisténcia vai aparecer, mas sim, quando isso acontecera.

O aparecimento de resisténcia a um acaricida novo ou ja existente e sua
propagacdo, pode ser retardado pelo manejo adequado do tratamento, através da aplicacao e
dose correta. Alem disso, deve-se procurar reduzir a frequéncia dos tratamentos, apesar dos
produtores normalmente realizaram esse procedimento apenas quando ha detec¢do visual dos
carrapatos no bovino. A rotagéo de acaricidas com diferentes modos de agcdo (THULLNER et
al., 2007) deve ser feito com muito cuidado para evitar a selecdo de estirpes multiresistentes.
O monitoramento através de bioensaios ou ensaios moleculares é essencial para uma deteccao
precoce de resisténcia a acaricidas e adaptar estratégias de tratamento em conformidade.

No entanto, qualquer que seja a estratégia escolhida, a consciéncia dos produtores é
fundamental para que eles percebam a importancia e os beneficios dos métodos que devem
ser implementados. Estudos tém demonstrado que o uso incorreto de produtos quimicos é
comum (AMARAL et al., 2011), acelerando o desenvolvimento de resisténcia. Além disso,
estudos feitos recentemente no Brasil entre os produtores de leite, mostraram que esses
tinham pouco conhecimento sobre o ciclo de vida do carrapato e 0 modo de acdo de produtos,
e ndo tinham conhecimento sobre os mecanismos que levam ao desenvolvimento de
resisténcia (DA ROCHA et al., 20112, DA ROCHA et al., 2011b). Portanto, para garantir uma
utilizacdo sustentavel dos compostos acaricidas, atualmente disponiveis no mercado e ainda
eficazes, e estender sua vida util, a informacdo aos produtores sobre a epidemiologia e

estratégias de controle dos carrapatos é essencial.
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AVALIA(;AO IN VITRO DE DUAS NOVAS FORMULAQ@ES ACARICIDAS
CONTRA POPULACOES DE CAMPO E CEPAS MULTIRESISTENTES DE
Rhiphicephalus (Boophilus) microplus.

Renata Ferretto; Guilherme Marcondes Klafke, Jodo Ricardo de Souza Martins
RESUMO

Atualmente, o controle de R. microplus ectoparasito € feito através de acaricidas. A
consequéncia do uso indiscriminado destes produtos é o desenvolvimento de resisténcia a
grande maioria das classes quimicas usadas para combater o carrapato dos bovinos. Devido a
baixa sensibilidade de algumas populacbes de R.microplus as vérias classes de acaricidas,
objetivou a realizacdo deste estudo, que buscou avaliar a eficacia de duas novas formulacdes
acaricidas disponiveis no mercado. Comparou-se a eficacia dessas, com os acaricidas mais
usados no Rio Grande do Sul em 24 populacbes de campo e em dois isolados de laboratorio
através de bioensaios in vitro com adultos. As duas novas formulagdes acaricidas s&o uma
combinacdo de piretroides sintéticos e sinergista (Deltametrina 2,5%, Tetrametrina 2% e
Butoxido de Piperonila 10%) e uma associacdo entre piretréide sintético, organofosforado e
sinergista (Cipermetrina 5%, DDVP-2,2 diclorovinil dimetilfosfato 50%, Triclorfon 3% e
Butdxido de Piperonila 20%). Entre as populacfes analisadas 17% se mostraram como
resistentes ao composto a base de piretroides sintéticos e 83% foram resistentes a associacdo
entre (piretrdide e organofosforado). Comparando com os demais acaricidas, os resultados
também foram menores, exceto a Cipermetrina 5% que apresentou o pior resultado entre

todos os principios ativos testados.

Palavras-chave: carrapato bovino, acaricidas, controle quimico, resisténcia.

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O carrapato R. microplus é responsavel por serias perdas econdmicas na
pecuaria bovina brasileira. Os danos econdmicos causados por esse parasito podem ser
classificados em dois grupos: em um enquadram-se os danos decorrentes da agédo direta,
caracterizados pela espoliagdo sanguinea e suas consequéncias como anemia, prurido e
irritacdo determinando baixo rendimento produtivo (perda de peso, predisposicao a instalacdo
de miiases, e a desvalorizagdo do couro). Em outro grupo, encontram-se 0s problemas
acarretados pela agdo indireta, pela transmissdo de agentes patogénicos, como 0s

hemoprotozoarios causadores da Tristeza Parasitaria Bovina (TBP): Babesia bovis, Babesia
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bigemina e a bactéria Anaplasma marginale. Esses organismos causam danos econdmicos
severos aos produtores em consequéncia da alta incidéncia de mortalidade e morbidade que
ocasionam nos animais infectados.

O controle do R. microplus é bastante complexo em virtude da interacdo de varios
fatores como, a raga do bovino, a época do ano, as condi¢cbes ambientais e 0 manejo, entre
outros. Atualmente, o controle desse parasito é feito principalmente por meio de
carrapaticidas (DE LA FUENTE et al., 2000; FRAGA et al., 2005; VARGAS et al., 2003) e a
utilizacdo dessas drogas, com variados principios ativos (organofosforados, formamidinas,
piretréides sintéticos e lactonas macrociclicas), é considerada um dos fatores preponderantes
no desenvolvimento da pecuéria em vérias regides (CASTRO; NEWSON, 1993). A falta de
embasamento técnico na adocdo de medidas de controle do R. microplus, associada ao baixo
nivel de escolaridade dos produtores rurais de algumas regides, reduzem a eficiéncia e a vida
util dos produtos mais amplamente utilizados no controle quimico desse parasito (ROCHA et
al., 2006; SANTOS et al., 2009).

Os custos para o desenvolvimento de novos ingredientes ativos podem chegar a 200
milhGes de ddlares e levar cerca de doze anos para poder ser comercializado (HENNESSY,
1997). Isso demonstra que é necessario usar os acaricidas com prudéncia e racionalidade, em
funcdo do alto custo e a demora para producgdo de novos produtos. Além disso, a resisténcia a
maioria das classes de acaricidas é frequente e um sério problema enfrentado pelos produtores
rurais. Com o intuito de oferecer uma nova alternativa no controle do carrapato bovino,
projetou-se o presente estudo. Tendo como objetivo geral avaliar a eficacia in vitro de duas
novas formulagbes acaricidas, uma combinacdo entre piretroides sintéticos (PS) com um
sinergista (Deltametrina 2,5%, Tetrametrina 2% e Butoxido de Piperonila 10%) e uma
associacdo entre PS, organofosforado (OF) e sinergista (Cipermetrina 5%, DDVP-2,2
diclorovinil dimetilfosfato 50%, Triclorfon 3% e Butdxido de Piperonila 20%) em
Rhipicephalus microplus. Foram comparadas as eficacias in vitro das novas formulagdes com
os acaricidas mais utilizados no RS para o controle do carrapato bovino. Ainda, avaliou-se a

eficacia das mesmas em cepas de R. microplus resistentes a OF e PS mantidas em laboratério.

MATERIAIS E METODOS
1. Local do estudo

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Parasitologia do Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desiderio Finamor (IPVDF), na cidade de Eldorado do Sul, RS.
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2. Carrapatos
2.1. Origem

Populacbes de campo: Amostras enviadas ao Laboratério de Parasitologia —
IPVDF/FEPAGRO, Eldorado do Sul, RS, para realizacdo de testes de sensibilidade a
acaricidas. Foram testados um total 23 populagdes de campo de R. microplus, advindas de
sete municipios do Rio Grande do Sul conforme Tabela 1.

Cepa Jaguar: Isolado resistente a organofosforados, piretrdides, amitraz, fipronil e
ivermectina, originaria do municipio de Eldorado do Sul-RS. E mantida em animais
estabulados na Unidade de Isolamento do IPVDF-FEPAGRO, Eldorado do Sul.

Cepa Juarez: Isolado resistente a piretréides, amitraz, fipronil e ivermectina, originaria
do municipio de Jacarei-SP. Mantida em animais estabulados na Unidade de Isolamento do
IPVDF-FEPAGRO, Eldorado do Sul.

3. Bioensaios

Para determinacdo da eficacia in vitro, foi utilizado o teste de imersdo de adultos
(TIA) proposto por Drummond et al.,(1973) com modificagdes. As fémeas ingurgitadas
(teledginas) passaram por uma lavagem (agua), secagem (papel toalha) e uma prévia selecdo
com relacdo a motilidade, para posterior realizacdo do TIA. As teledginas foram separadas em
grupos de dez com peso padronizado, variando mais ou menos 0,01 g entre os grupos. Os
carrapaticidas comerciais foram diluidos conforme indicacdo do fabricante, sendo que os
carrapatos permaneceram submersos por 5 minutos, em 20 ml da solucdo (dgua+acaricida) e
posteriormente, foram removidos e colocados em papel absorvente para secagem, colocados
em Placas de Petri previamente identificadas e levados a estufa (B.0.D) a 27°C e 80% de
URA. O grupo controle foi tratado apenas com agua destilada. Ap0s sete dias, foi avaliada
visualmente a oviposicdo e em mais sete dias foi feita a pesagem da massa de ovos
aparentemente férteis (coloracdo marrom claro, brilhantes). Esses foram acondicionados em
tubos de vidro e retornaram a estufa para analise de eclosdo apds seis semanas.

A formulacdo a base de piretroides, acrescida de um sinergista (Certrine Plus® -
Deltametrina 2,5%, Tetrametrina 2% e Butoxido de Piperonila 10%) foi diluida na proporcéo
de 1:1000 e o produto que associa piretroide, organofosforados e um sinergista, (Ectogard CE
Plus®- Cipermetrina 5%, DDVP-2,2 diclorovinil dimetilfosfato 50%, Triclorfon 3% e
Butoxido de Piperonila 20%) foi diluido em 1:400. Os demais produtos comerciais utilizados

foram diluidos conforme recomendacdo do fabricante: cipermetrina 15% (Cyperpour® 15 —
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Ceva-Vetbrands) 1:1000; associacdo de cipermetrina 15% + clorpirifés 25% + citronela 1%
(Colosso® - Ourofino) 1:1000; associacdo de cipermetrina 15%, clorpirifés 25% e butoxido
de piperonila 15% (Cyperclor Plus® - Eurofarma) 1:1000.

A analise da ecloséo e sua viabilidade ap0s as seis semanas propiciou o avaliacdo do
indice de eficacia de cada produto comercial através das seguintes equa¢gdes (DRUMMOND
etal., 1978).

Eficiéncia Reprodutiva (ER):

ER= Peso da massa de ovos X % eclosdo X 20000

Peso das teledginas

Inibicdo de Postura Viavel (IPV):

IPV = ER (controle) — ER (tratado) X 100
ER (controle)

Populagdes com IPV abaixo de 95% foram consideradas resistentes. A eficacia
minima para um carrapaticida ser registrado no Brasil, determinada pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 1997) € de 95%.

RESULTADOS

Na tabela 2 encontram-se os dados de inibicdo de postura viavel (IPV), determinados
pelo tratamento de teledginas com cinco diferentes acaricidas em populacdes de campo e
isolados de laboratdrio.

Com relacdo as populacGes campo, o produto a base de cipermetrina 15% apresentou
indices de IPV entre 3,00 e 100%, com valor médio de 42,49%. Somente uma populacédo
apresentou indice de IPV de 100% (pop. 0284/13), sendo esta considerada suscetivel a
cipermetrina. Todas as demais apresentaram resposta inferior a 87,22%, sendo consideradas
resistentes. A resisténcia a cipermetrina foi confirmada nos dois isolados resistentes de
laboratdrio, cepas Juarez e Jaguar, com indices de IPV de 68,2% e 29,1%, respectivamente.
As associacdes de cipermetrina com clorpirifés, com ou sem adi¢do de PBO, apresentaram as
maiores médias dos indices de IPV (99,83% e 99,57%, respectivamente). Nenhuma populagédo

de campo se mostrou resistente a formulagdo de cipermetrina + clorpirifés + citronela (IPV
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entre 96% e 100%). Somente uma populacdo se mostrou resistente a combinagdo entre PS e
OF com sinergista (pop. 0379/13). As cepas de laboratério se mostraram sensiveis a estas
associacgoes.

A formulacdo combinada entre PS e sinergista apresentou indices de IPV variando
entre 0 e 100%). Em média o indice de IPV desta formulacdo em popula¢des de campo foi de
54,22%. Entre as 24 populacbes de campo analisadas, 18 se mostraram resistentes a esta
formulacdo. Das seis consideradas sensiveis, trés delas se mostraram resistentes a
cipermetrina. Ambos isolados de laboratério se mostraram resistentes a esta associacdo
(indices de IPV de 66,8% e 39,35%)

A associacdo entre PS, dois OF e PBO apresentou eficacia in vitro média de 97,94%,
com valores de IPV entre 80% e 100%. No entanto, trés populacdes se comportaram como
resistentes (pops 0221/13; 0223/13 e 0379/13). Todas haviam se comportado como resistentes
a cipermetrina. As cepas Juarez e Jaguar se mostraram resistentes a associacdo entre
cipermetrina, DDVP, triclorfon e PBO (IPV de 84,9% e 85,79%).

DISCUSSAO

Testes de laboratério sdo ferramentas Uteis para testar a sensibilidade de R. microplus
frente aos acaricidas comerciais. S&o testes simples, de baixo custo, que proporcionam
orientacdo quanto a droga mais eficaz para a populacédo testada e descreve um perfil regional
dos niveis de sensibilidade e resisténcia dos carrapatos as bases quimicas disponiveis no

mercado.

Relatos de resisténcia a PS no Brasil, foram feitos inicialmente por Laranja et al.,
1989. No presente trabalho, a cipermetrina 15% apresentou o menor indice de IPV médio
entre 0s cinco acaricidas testados (42,49%). A associacdo de dois PS (deltametrina 2,5%,
tetrametrina 2% e BPO 10%), demonstrou resultado pouco superior aos citado anteriormente,
com eficacia média de 54,22%. Esses nUmeros expressam a baixa eficacia in vitro desta classe
quimica, conforme os relatos de Alves-Branco et al., (1999) e Farias et al., (1999) no Estado
do Rio Grande do Sul. O melhor resultado apresentado pela associagédo entre os PS com PBO
em relagdo a cipermetrina isolada se deve possivelmente ao sinergismo do PBO aos
piretréides (Miller et al., 1999). A resisténcia a PS é evidente tanto nas popula¢des de campo,

quanto nos isolados de laboratorio.

Os acaricidas a base de associagdes de piretroides sintéticos e organofosforados,

apresentaram os melhores resultados. A eficicia média dos trés compostos (cipermetrina 15%
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+ clorpirifos 25% + citronela 1% - 99,83%; cipermetrina 15%, clorpirifés 25% e PBO 15% -
99,57%; Cipermetrina 5%, DDVP-2,2 diclorovinil dimetilfosfato 50%, Triclorfon 3% e BP
20% - 97,94%) evidenciou a semelhanca da eficacia das associacdes sobre as diferentes
populacdes de carrapatos. O acaricida composto de cipermetrina 5%, clorpirifés 25% e
citronela 1% apresentou 99,83% de eficacia media. Segundo Souza et al., 1997, as
associacOes de PS e OF testadas em carrapatos de bovinos do Rio Grande do Sul, alcangaram
indice de eficécia superior a 95%, supostamente pela atuagéo sinérgica das drogas.

A discrepancia entre os resultados obtidos dos PS e as associacdes de PS+OF é clara.
Apenas 4% das populacGes testadas com cipermetrina se mostraram suscetiveis (IPV > 95%).
Resultado bem diferente quando comparado a associacdo de cipermetrina 15% + clorpirifés
25% + citronela 1% onde a o indice de IPV maior que 95%, ocorreu em todas populac6es de
carrapatos (campo e isolados de laboratorio) testadas. Situacdo semelhante a associacao
(cipermetrina 15%, clorpirifés 25% e butoxido de piperonila 15%) em que apenas uma
populagéo ndo apresentou eficiéncia acima de 95%.

As duas novas formulagbes acaricidas: uma combinacdo de piretroides e sinergista
(Deltametrina 2,5%, Tetrametrina 2% e Butoxido de Piperonila 10%) e uma associacdo de
piretoide, organofosforado e sinergista (Cipermetrina 5%, DDVP-2,2 diclorovinil
dimetilfosfato 50%, Triclorfon 3% e Butdxido de Piperonila 20%) atingiram respectivamente
eficacia in vitro média de 17% e 83%. Evidenciando assim, a baixa sensibilidade do R.
microplus aos piretréides sintéticos e a suscetibilidade deste as associa¢Bes, porem em alguns
casos ambas ndo atingiram os 95% de eficécia.

Das cepas testadas, apenas uma teve 100% de inibicdo de postura viavel perante os
cinco acaricidas. Além disso, diversas cepas foram resistentes a mais de um produto de
diferentes classes. Mas, se analisarmos separadamente cada cepa de carrapatos concluimos
que todas elas foram suscetiveis a pelo menos um dos acaricidas usados no trabalho.

A eficécia de produtos contendo associacOes foi, em geral, maior que a de produtos
contendo um unico principio ativo, aumentando a probabilidade de um controle satisfatorio do
carrapato na maioria das populacdes de campo e de laboratorio testadas neste estudo. O indice
de inibicdo de postura viavel das duas novas formulagdes acaricidas foi inferior a 95% na
maioria das populagdes testadas. Assim, em alguns casos esses compostos deixam de ser uma

opcao aos produtores na batalha pelo controle do R. microplus.
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Tabela 1 — Classificacdo das 23 populacdes de campo por regido e municipio de origem,
oriundas do estado do Rio Grande do Sul, no periodo de Janeiro a Junho de 2013.

REGIAO CEPA MUNICIPIO
0142/13 Alegrete
211/13 Alegrete
212/13 Alegrete
0369/13 Alegrete
0229/13 Rosario do Sul
0284/13 Santana do Livramento
FRONTEIRA OESTE
0287/13 Santana do Livramento
0286/13 Séo Gabriel
0311/13 Séo Gabriel
0340/13 Séo Gabriel
0403/13 Séo Gabriel
0309/13 Uruguaiana
0379/13 Bageé
CAMPANHA SUDOESTE 0384/13 Dom Pedrito
0394/13 Dom Pedrito
0402/13 Dom Pedrito
CENTRO OESTE 0214/13 Santa Maria
0215/13 Santiago
METROPOLITANA LP1498 Eldorado do Sul
NORDESTE 0223/13 Vacaria
CENTRO LESTE 0358/13 Rio Pardo
SUDESTE 0313/13 Cacapava do Sul
NOROESTE 0221/13 Glorinha
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Tabela 2 - Percentuais de eficiéncia dos produtos acaricidas testados populacgdes de
campo e mantidas isoladas em laboratdrio, oriundas de nove regides do Rio Grande do
Sul.

Cipermetrina  Cipermetrina  Deltametrina, Cipermetrina,

Populacio Cipermetrina CI(_eririfés Clorpirifos Tetrametrina Tri[c):l[z)\rf‘z’n e
Citronela BPO e BPO
BPO
Indice de Inibicio de Postura Viavel (%)

0142/13 81,80 100,00 100,00 90,90 100,00

212/13 34,17 100,00 100,00 60,49 100,00
LP1498 26,47 100,00 100,00 66,34 100,00

214/13 39,20 100,00 100,00 100,00 100,00

215/13 87,23 100,00 100,00 64,77 99,52
0221/13 30,20 100,00 100,00 58,20 87,10
0223/13 10,00 100,00 100,00 10,00 90,00
0229/13 19,00 100,00 100,00 95,80 100,00
0284/13 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0287/13 60,00 100,00 100,00 54,00 100,00
0286/13 7,00 100,00 100,00 81,00 100,00
0313/13 26,00 100,00 100,00 19,00 96,00
0311/13 24,00 100,00 100,00 0,00 100,00
0309/13 38,00 100,00 100,00 33,00 100,00
0340/13 43,00 100,00 100,00 34,00 100,00
0358/13 84,00 100,00 100,00 96,00 100,00
0369/13 31,00 100,00 100,00 30,00 100,00
0379/13 37,00 96,00 90,00 5,00 80,00
0384/13 24,80 100,00 100,00 24,30 100,00
0394/13 22,70 100,00 100,00 69,50 100,00
0402/13 68,50 100,00 100,00 78,60 100,00
0403/13 3,00 100,00 100,00 27,50 100,00
JUAREZ 68,20 100,00 100,00 66,80 84,90

JAGUAR 29,10 97,07 100 39,35 85,79
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