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EFICACIA DE ANTIPARASITARIOS SOBRE Amblyomma sculptum IN VITRO E
NO SEMICAMPO: ESTUDO COMPARATIVO A Ripicephalus microplus

RESUMO - O carrapato da espécie Amblyomma sculptum é o principal vetor
do agente etioldégico da Febre Maculosa Brasileira - FMB, provocando até mesmo
casos letais desta enfermidade. Por isso, as a¢des preventivas dessa zoonose devem
ser constantes. O carrapato bovino da espécie Rhipicephalus microplus é responsavel
por enormes perdas econdmicas na pecuaria nacional, especialmente devido a
resisténcia que as populacdes adquiriram frente aos acaricidas quimicos. Diante da
importancia de ambas as espécies, faz-se necessaria a busca por métodos mais
eficientes de controle, mais seguros e de menor impacto ambiental. Assim, este
estudo teve por objetivo avaliar a eficAcia de antiparasitarios no controle de A.
sculptum in vitro e em diferentes gramineas (semicampo), por meio de metodologia
adaptada. Foram executados testes de pacote com larvas (TPL) para determinacao
das CLso e CLoo para a A. sculptum e R. microplus. Foram avaliados os antiparasitarios
Butox®, Colosso®, Triatox®, Demand®, Plenoway Top®, Regent®, Vertimec®. Demand®,
Plenoway Top® e Vertimec® também foram avaliados quanto a sua ecotoxicidade
sobre 0 nematoide da espécie Caenorhabditis elegans e no semicampo em Brachiaria
brizantha cv. Marandu para A. sculptum, e em B. brizantha, Panicum maximum cv.
BRS Zuri e Cynodon cv. Tifton 85 para R. microplus. Foi feita a infestacdo de cada
parcela com 3 g de larvas, as quais foram coletadas das extremidades do capim pela
técnica da bandeira de flanela para posterior contagem e determinacdo da eficacia
larvicida. Para os produtos quimicos avaliados no TPL, as CLso e CLgg obtidas para A.
sculptum, em mg/mL, foram 0,00003 e 0,0024, 0,00019 e 0,0026, 0,000069 e 0,030,
0,00046 e 0,014, 0,00005 e 0,0086, 0,00006 e 0,0081, e 0,025 e 1,39 para os produtos
Butox®, Colosso® e Triatox®, Demand®, Plenoway Top® SC, Regent® e Vertimec®,
respectivamente. Para R. microplus, em mg/mL, foram 0,0026 e 0,02, 0,007 e 0,04,
0,0054 e 0,095, 0,030 e 0,35, 0,035 e 0,26, 0,0015 e 0,009, e 0,040 e 0,56 para os
mesmos produtos, respectivamente. No semicampo, Demand®, Plenoway Top® e
Vertimec® apresentaram eficacia de 93,1%, 96,4% e 97,0%, respectivamente, sobre
larvas de A. sculptum em Brachiaria. Para R. microplus, Demand® obteve eficacia de
80,8%, 95,1% e 75,2%, Plenoway Top®87,8%, 97,9% e 88,8%, Vertimec® 40,7%, 56%
e 6,2% para Brachiaria, Tifton e Zuri, respectivamente. As condicbes de macro e
microclima ndo variaram entre gramineas e favoreceram a sobrevivéncia das larvas,
exceto pela acdo da chuva em A. sculptum. Demand® e Plenoway Top® tiveram algum
impacto na recuperacao, crescimento e fertilidade de C. elegans no ensaio de
ecotoxicidade. Este trabalho servird de base para outras pesquisas que busquem
alavancar o uso e o aperfeicoamento do controle ambiental de larvas de ixodideos,
como também terd importancia na saude publica, no desenvolvimento de medidas de
controle seguras e com minimo impacto ambiental para a prevencédo de doengas como
a FMB.

Palavras-chave: Controle ambiental, Febre Maculosa Brasileira, forrageiras, acéao
larvicida, residuos.
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EFFICACY OF ANTIPARASITICS ON Amblyomma sculptum IN VITRO AND IN
THE SEMI-FIELD: COMPARATIVE STUDY TO Ripicephalus microplus

ABSTRACT - The tick of the Amblyomma sculptum species is the main vector
of the etiologic agent of the Brazilian Spotted Fever - BSF, causing even lethal cases
of this disease. Therefore, preventive actions of this zoonosis must be constant. The
bovine tick of the Rhipicephalus microplus species is responsible for enormous
economic losses in national livestock, especially due to the resistance that populations
have acquired against chemical acaricides. Given the importance of both species, it is
necessary to search for more efficient methods of control, safer and with less
environmental impact. Thus, this study aimed to evaluate the efficacy of antiparasitics
in the control of A. sculptum in vitro and in different pastures (“semi-field”), through an
adapted methodology. The results were also compared to those obtained with R.
microplus. Larval package tests (LPT) were performed in order to determine the LCso
and LCoo for A. sculptum and R. microplus. The antiparasitics Butox®, Colosso®
Pulverizagdo, Triatox®, Demand®, Plenoway Top®, Regent® and Vertimec® were
evaluated. Demand®, Plenoway Top® and Vertimec® were also evaluated for their
ecotoxicity on nematodes of the species Caenorhabditis elegans and in the semi-field
on Brachiaria brizantha cv. Marandu for A. sculptum, and in B. brizantha, Panicum
maximum cv. BRS Zuri and Cynodon cv. Tifton 85 for R. microplus. Each plot was
infested with 3 g of larvae, which were collected from the top of the grass using the
flannel flag technique for later counting and determination of larvicidal efficacy. For the
chemicals evaluated in the LPT, the LCso and LCg9 obtained for A. sculptum, in mg/mL,
were 0.00003 and 0.0024, 0.00019 and 0.0026, 0.000069 and 0.030, 0.00046 and
0.014, 0.00005 and 0.0086, 0.00006 and 0.0081, and 0.025 and 1.39 for the products
Butox®, Colosso®, Triatox® Demand® 10CS, Plenoway Top®, Regent® and Vertimec®
1.8%, respectively. For R. microplus, in mg/mL, they were 0.0026 and 0.02, 0.007 and
0.04, 0.0054 and 0.095, 0.030 and 0.35, 0.035 and 0.26, 0.0015 and 0.009, and 0.040
and 0.56 for the same products, respectively. In the semi-field with R. microplus,
Demand® obtained efficacy of 80.8%, 95.1% and 75.2%, Plenoway Top® 87.8%,
97.9% and 88.8%, Vertimec® 40.7%, 56% and 6.2% for Brachiaria, Tifton and Zuri,
respectively. The macro and microclimate conditions did not varied among grasses
and favored the larvae survival, except for the action of rain on A. sculptum. Demand®
and Plenoway Top® had some impact on recovery, growth and fertility of C. elegans
in the ecotoxicity assay.This study will serve as a basis for other research that seeks
to leverage the use and improvement of environmental control of ixodid larvae, as well
as being important in public health, in the development of safe control measures with
minimal environmental impact for the prevention of diseases such as the BSF.

Keywords: Environmental control, Brazilian Spotted Fever, forages, larvicidal action,
residues.
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introducéao

Os carrapatos sao ixodideos pertencentes ao filo Arthropoda e classe
Arachnida (Rey, 2002; D’Alessandro, 2012). Um ixodideo amplamente disseminado
no Brasil, e de grande importancia na area veterinaria e saude publica, é a espécie
Amblyomma sculptum (Berlese, 1888), conhecida popularmente como “carrapato-
estrela” na forma adulta e como “micuim” em sua forma larval (Gerardi, 2016). Este
parasita tem baixa especificidade na escolha de hospedeiros, podendo infestar
diferentes espécies animais como equideos, roedores, bovinos, caprinos, suinos,
aves silvestres, cées, gatos e inclusive o homem (Labruna et al., 2001). O parasitismo
por Amblyomma spp. em humanos € de carater preocupante, devido a possibilidade
de transmissdo de agentes patogénicos. Dentre os microrganismos de potencial
transmissao estdo as bactérias Ehrlichia sp., Coxiella burnetti, Borrelia sp., e em
especial Rickettsia rickettsii, responsavel por causar a Febre Maculosa Brasileira -
FMB (D’Alessandro, 2012). A transmissédo de R. rickettsii para os seres humanos é
realizada pela picada do carrapato infectado em qualquer fase do seu ciclo de vida
(Del Fiol et al., 2010; Gerardi, 2016). A FMB também € reconhecida como a principal
doenca transmitida por carrapatos a humanos na América Latina, devido a sua alta
letalidade. Capivaras, equideos, canideos e algumas aves podem atuar como
hospedeiros e transportadores de carrapatos infectados, bem como amplificadores de
riquétsias (Labruna et al., 2008).

Outro ixodideo, conhecido como carrapato dos bovinos, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) € responsavel por grandes impactos na
cadeia de producdo pecudria, tanto de leite quanto de corte, causando prejuizos
financeiros anuais de cerca de R$ 3,4 bilhdes (Grisi et al., 2014; Paix&o, 2016). E
também transmissor dos hemoparasitas Babesia bovis, Babesia bigemina e é
considerado o principal transmissor de Anaplasma marginale (Guglielmone, 1995;
Taylor et al., 2010), que em conjunto sdo os agentes causadores do complexo TPB
“Tristeza Parasitaria Bovina”. Essa enfermidade é altamente debilitante, acarretando

varias perdas econdmicas devido a morte de individuos e despesas com tratamentos,
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bem como retardo no desenvolvimento dos animais e queda na producao de leite e

de carne (Paixao, 2016).

Ripicephalus microplus ocorre amplamente nas areas tropicais e subtropicais
do mundo. Nas américas esta espécie esta distribuida desde o sul do México até o
norte da Argentina, incluindo o Caribe, fazendo-se também presente em praticamente
todo o territério brasileiro. Além da transmissdo biologica de A. marginale, este
hemoparasita pode também ser transmitido mecanicamente por picadas de moscas
hematofagas ou através de fomites. Diante deste cenario, a babesiose e a
anaplasmose ocorrem em todo o pais, de forma endémica, durante todo o ano. Seu
controle e prevengcdo baseiam-se principalmente no uso de acaricidas e na
imunizacdo dos bovinos usando infestacfes controladas, a fim de produzir certa
resisténcia nos animais através do contato prévio com os agentes infecciosos (Palmer
e McElwain, 1995). Porém, devido ao uso incorreto desses acaricidas (subdosagens
utilizadas, falta de supervisdo profissional e estratégias para uso) percebe-se
resultados minimamente efetivos no controle do carrapato (Kocan et al.,, 2003;
D’Alessandro, 2012). Acaricidas quimicos sdo usados com grande frequéncia no
controle das infestacdes de carrapatos. Em geral este tipo de ectocida é administrado
por meio de pulverizacdo, aplicacdo dorsal pour-on e injetavel, no caso das
avermectinas (Klafke, 2011). Porém, o uso continuo e inadequado desses acaricidas
acarreta o surgimento de populacdes de carrapatos resistentes as formulacdes
existentes e, mesmo com o0 desenvolvimento de novas substancias quimicas,
acontece o aparecimento de novas cepas resistentes (Martinez, 2004).

A grande dificuldade de controle destes ixodideos, especialmente devido ao
fato de as populacdes de carrapatos ja serem resistentes a maioria dos acaricidas
quimicos presentes no mercado, abre um leque para elaboragéo de outras alternativas
gue busquem formas eficientes e seguras de controle desses ectoparasitas (Labruna
et al., 2008). O tratamento do ambiente com acaricidas, sejam pastagens ou outras
areas infestadas, mostra-se como uma alternativa em potencial para auxiliar o controle
desse artropode nas fases ndo parasitarias de seu ciclo de vida, visando atingir a
maior parcela da populacdo do parasita. Relatos sobre a eficacia da aplicacdo de

acaricidas no ambiente foram feitos em outras partes do mundo com foco em diversas
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espécies de carrapatos, porém, no Brasil, esses estudos sdo escassos (Labruna,
2008).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo estudar a eficicia in vitro de
antiparasitarios e selecionar os mais eficazes para serem aplicados em trés espécies
de forrageiras em condicbes de semicampo, e comparar os resultados obtidos nos

testes de A. sculptum com os testes feitos com R. microplus.

2. Reviséo bibliografica

Em todo o mundo, sdo conhecidas mais de 950 espécies de carrapatos
(Dantas-Torres et al.,, 2019), sendo elas agrupadas na subordem Ixodida, e esta
ordem se divide nas familias Ixodidae, esta com cerca de 742 espécies, familia
Argasidae com 218 espécies e a familia Nuttalliellidae com uma Unica espécie
(Guglielmone et al., 2020).

2.1. Carrapatos envolvidos no estudo

2.1.1. Amblyomma sculptum

” ”

E conhecido como “carrapato estrela”, “carrapato do cavalo”, “rodoleiro”, e em
sua fase larval é chamado de “carrapato-pdlvora”, “micuim” ou “vermelhinho”. Por
muitos anos acreditou-se que os carrapatos do género Amblyomma fossem uma sé
espécie. Porém estudos avancados em filogenia, morfologia e genética
demonstraram que Amblyomma cajennense sensu lato € um complexo de pelo
menos seis espécies de carrapatos distribuidas pelas Américas, das quais duas
ocorrem no Brasil, Amblyomma cajennense sensu strictu e A. sculptum, sendo este
altimo de maior incidéncia nas regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do

pais de acordo com trabalho de campo feito por Nava et al. (2014).

s

Amblyomma sculptum é um artropode hematéfago transmissor de alguns
patdgenos a animais, incluindo os humanos, devido ao fato de ter baixa
especificidade na escolha dos hospedeiros, especialmente nas fases de larva e
ninfa. Esta espécie pode parasitar animais silvestres e domésticos, mas também

pode acidentalmente parasitar humanos. As antas, capivaras e equideos sao 0s
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animais mais frequentemente parasitados, por serem 0s hospedeiros primarios.
Além destes, os suideos, bovinos, bubalinos, pequenos ruminantes, canideos, e
animais silvestres como gambas, cotias, tamanduas, tatus, répteis, anfibios e aves
como galinhas, perus, seriemas, gavides e outros sdo susceptiveis ao parasitismo

de A. sculptum.

Esta espécie é tida como o principal vetor do agente causador da Febre
Maculosa Brasileira - FMB, Rickettsia rickettsii, bactéria gram-negativa intracelular
obrigatdria. Esta doenca afeta principalmente a populacdo economicamente ativa,
na faixa de 20 a 49 anos, e cerca de 10% dos casos sao em criangcas menores de 9
anos de idade. Esta doenca na maioria dos casos apresenta alta taxa de mortalidade
(SES MS, 2019). No periodo que compreende do ano de 2007 até 2021, foram
registrados 821 casos da doenca no estado de Sdo Paulo (SINAN, 2021), e s6 no
ano de 2021 até o més de setembro foram registrados 69 casos e 19 mortes pela
FMB no estado (Ministério da Saude, 2021). As taxas de letalidade variam de 20% a
30% e o principal agravante € a dificuldade na realizacdo do diagnostico e na
definicdo do tratamento. Na maioria das vezes, esta se apresenta com
sintomatologia pouco especifica, dificultando um diagndstico assertivo (Del Fiol, et

al., 2010).

Segundo o levantamento feito por Perez et al. (2008), sobre os hospedeiros
primarios e secundarios de A. sculptum em area endémica de FMB na regido de
Piracicaba-SP, varias espécies de mamiferos e algumas aves tém participacdo na
manutencdo da populacdo de carrapatos da regido, tendo destaque para o gamba
(Didelphis albiventris) que apresentou grande participagdo na manutencdo de
estagios imaturos de A. sculptum, e a capivara (Hydrochaeris hydrochaeris), sendo
mais frequentemente parasitada pelos estagios adultos do carrapato. Diversas
espécies podem servir de amplificadores para R. riquetsii nas areas endémicas da
FMB, sendo a maioria destas areas localizadas no sudeste do pais, nos estados de

Sao Paulo e Minas Gerais.

O controle de Amblyomma sculptum em areas rurais e urbanas é de grande
importancia a saude publica, pois sdo carrapatos bastante agressivos aos seres

humanos, causando lesdes de dificil cicatrizagédo no local da picada e intenso prurido
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(Guglielmone et al., 2006; Brasil, 2017; Pajuaba et al., 2018). Na veterinaria também
se mostra importante por causar lesdes na pele dos animais pela picada, anemia
pela grande espoliagdo sanguinea, irritagdo, paralisia em pequenos ruminantes, e
pelo fato de ser um possivel transmissor da Theileria equi, agente etiologico da
piroplasmose ou theileriose equina, hipétese essa sem comprovacao cientifica até o

momento (Barros Battesti et al., 2006; Labruna et al., 2009; Ferreira, 2017).

Amblyomma sculptum e Ripicephalus microplus pertencem ao filo Arthropoda,
subclasse Acari, ordem Ixodida e familia Ixodidae. Os carrapatos do género
Amblyomma séo facilmente diferenciados dos demais géneros devido as suas
caracteristicas morfolégicas e tamanho dos adultos, pois algumas espécies séo
maiores quando comparadas as espeécies de outros géneros. Dentre as principais
caracteristicas que diferem A. sculptum das outras espécies, podem ser observados
os escudos dorsais ornamentados com manchas esbranqui¢cadas ou acobreadas,
festdes bem evidenciados, hipostdomio e palpos longos, contendo denticdo 3 x 3. Em
machos se observa dois espinhos desiguais na coxa | e escudo recobrindo todo o
corpo, e em fémeas a coxa IV com um Unico espinho e escudo recobrindo apenas a

parte dorsal préximo ao capitulo (Onofrio et al., 2006).

Sé&o carrapatos de ciclo de vida trioxeno, ou seja, necessitam de trés
hospedeiros diferentes para completarem seu desenvolvimento. A teledgina de A.
sculptum, ap6s completar o ingurgitamento, desprende-se do hospedeiro e cai ao
solo, onde procurara um local seguro na base da vegetacdo para realizar a
oviposicdo. Uma Uunica fémea pode ovipor de 5000 a 8000 ovos por postura,
morrendo apos este processo. Os ovos apos o periodo de incubacao, dependendo
das condi¢cdes de temperatura e umidade, eclodem e dao origem as larvas,
popularmente chamadas de micuins. Estas sobem até a ponta da vegetacdo onde
ficam aglomeradas aguardando a passagem do hospedeiro. Apos se fixarem no
hospedeiro, iniciam o repasto sanguineo. Por volta de 4 a 5 dias se desprendem e
voltam ao solo onde sofrem a primeira ecdise, passando para o estagio de ninfa, fase
em que ocorre também a diferenciagdo sexual. Neste estadio as ninfas voltam a
ponta do capim para espreitarem novo hospedeiro, onde se fixardo por 5 dias em

média. Depois se desprendem e voltam ao solo para realizarem a muda para adultos.
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Estes, por meio de emboscada ou busca ativa, encontram novo hospedeiro, onde as
fémeas se fixam para se ingurgitar e realizarem a copula com o macho, que tem o
papel de fecundar a fémea, consumindo pouquissimo sangue e podendo acasalar-
se com vérias fémeas. Apods o total ingurgitamento a fémea cai ao solo onde dara

inicio a um novo ciclo (Fig. 1) (Furlong et al., 2005).

Figura 1. Esquema representando o ciclo de vida de Amblyomma sculptum e seus
possiveis hospedeiros. Fonte: https://cevs-
admin.rs.gov.br/upload/arquivos/201611/03111315-1462979596-folder-febre-
maculosa.pdf

As fases do ciclo de A. sculptum apresentam-se bem demarcadas ao longo
do ano, com ocorréncia do estagio de larvas nos meses mais secos, geralmente de
abril a setembro, ninfas ocorrendo de junho a outubro, e adultos aparecendo nos
meses mais quentes e Umidos, ou seja, de outubro a marco (Labruna et al., 2002).
Esta dinAmica sazonal da espécie é devida ao comportamento chamado diapausa.
As larvas permanecem inativas em determinados periodos, aguardando condi¢bes
de fotoperiodo e temperatura favoraveis para iniciarem a busca por um hospedeiro

(Labruna, 2009; Andreotti et al., 2015).

2.1.2. Rhipicephalus microplus

Também conhecido como “Carrapato-do-boi”, € um ectoparasita pertencente
a familia Ixodidae e possui ampla distribuicdo geografica (Guglielmone et al., 2020).

Sua posicdo taxonémica foi revisada por Murrell e Baker (2003), com base em
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estudos morfolégicos, moleculares e filogenéticos. O subgénero Rhipicephalus

(Boophilus) inclui espécies monoxenas.

Boophilus foi mantido como subgénero. Esta é a Unica espécie presente no
Brasil dentre as 5 espécies existentes dentro do subgénero (Guclielmone, et al.,
2020; Nava, et al., 2018). A palavra “boophilus” € de origem grega, e significa “amigo
do boi”. O termo microplus deriva de uma expressao latina e significa “menor”,

portanto, Boophilus microplus significa “o menor amigo do boi” (Taylor et al., 2017).

Originario da Asia, mais precisamente da India e llha de Java, sua
disseminagdo para outras partes do mundo se deu por meio de expedicdes
exploradoras, transporte de gado e mercadorias asiaticos para outros continentes
(Godoi e Silva, 2009; Gomes, 1998; Gonzales, 1993), tornando-se 0 ectoparasita
causador de maior prejuizo econémico e de maior importancia nas regides tropicais
e subtropicais do planeta, e, no Brasil, € a principal causa de perdas, tanto na
producéo de leite quanto na producéo de carne (Castro e Newson, 1993).

Esta espécie € amplamente distribuida pelo territorio brasileiro e ocorre em
todas as épocas do ano na maior parte das regiées do pais (Silva e Rocha, 2004). E
o principal vetor do complexo conhecido como “Tristeza Parasitaria Bovina”, que
acarreta diminuicdo na producdo de leite e de carne, anemia, fraqueza, baixo

desenvolvimento, podendo evoluir ao 6bito dos animais afetados (Cordovés, 1997)

Ripicephalus microplus faz parte da familia dos ixodideos, conhecidos como
“‘carrapatos duros”. Isso se deve pela presenca do escudo, de cor castanho-
avermelhada e sem ornamentacdo, presente no dorso desses artrépodes, sendo
uma das principais caracteristicas que os identificam. No macho, este escudo
recobre todo o dorso e nas fémeas se apresenta menor, recobrindo apenas a regiao
dorsal proxima ao capitulo (Andreotti et al., 2016). Outras estruturas servem para
diferencia-los de outras espécies, tais como a localizacéo dos estigmas respiratorios
posterior ao quarto par de pernas, de formato arredondado ou oval, a base do
gnatossoma (falsa cabeca) de formato hexagonal implantado na extremidade
anterior do corpo e o hipostdbmio curto, porém sendo mais longo que os palpos,

apresentando quatro fileiras de dentes de cada lado do hipostdémio. Machos possuem
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dois pares de placas adanais bem desenvolvidas com prolongamento caudal
(Monteiro, 2011).

Quanto as dimensdes dos individuos desta espécie, as fémeas podem medir
de 2,34 a 2,85 mm de comprimento por 1,4 a 1,50 mm de largura, e apos as fémeas
completarem o ingurgitamento podem atingir até 13 mm de comprimento por 9 mm
de largura. Os machos podem medir de 1,75 a 2 mm de comprimento por 1,05 a 1,20
mm de largura. Estes se alimentam poucas vezes e amadurecem mais rapidamente
do que as fémeas, ficando atentos a deteccdo da presenca das parceiras por meio
de feromonios. Quando as encontram, mesmo que imaturas, abracam-se a elas

garantindo a copula (Fortes, 2004).

E um parasita de ciclo monoxeno, ou seja, utiliza apenas um hospedeiro na
sua fase de vida parasitaria. As larvas infectantes posicionam-se nas pontas do
capim onde esperam a passagem do hospedeiro. Apés se aderirem a pele do animal,
a larva parasitaria passa para o estdgio de metalarva. A larva passa por varias
mudancas até a fase adulta, mudando de metalarva para ninfa em aproximadamente
8 dias, e de ninfa a metaninfa por volta de 13 dias de média. Nesta fase acontece a
diferenciacédo sexual, onde de metaninfa passa para o estagio de neandro por volta
de 14 dias em média, e depois passando para gonandro com 2 dias de média,
podendo permanecer em cima do animal por até 38 dias, e podem acasalar com
varias fémeas. A transformacdo de metaninfa para nedgina dura em média 17 dias,
evoluindo a partendgina em 3 dias e a teledgina em 2 dias. Apds estarem totalmente
ingurgitadas, as tele6ginas comecam a se desprenderem do hospedeiro por volta de
22 a 23 dias p0s infestacdo, em média.

As fémeas ingurgitadas caem na pastagem, onde procuram um local seguro
na base das gramineas para realizarem a postura dos ovos. Esse periodo
denominado pré postura dura por volta de 3 dias. A postura dos ovos dura em média
3 semanas e cada fémea da origem a cerca de 3000 ovos, e a eclosdo ocorre em
média 22 dias pds postura. As larvas recém eclodidas tém a cuticula ainda mole,
necessitando de 2 a 3 dias para seu enrijecimento e por volta de 7 dias para se

tornarem infectantes. Estas sdo capazes de sobreviver até 60 dias sem um
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hospedeiro (Fig. 2) (Gonzales, 1974; Godoi e Silva, 2009; Andreotti et al., 2016;
Dantas et al., 2017).

FASE DE VIDA PARASITARIA
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Figura 2. Representacdo esquematica do ciclo de vida do carrapato R. microplus.
Fonte: Fortes (2004).

A duracédo do ciclo de R. microplus pode variar de acordo com as condi¢cdes
climaticas ao longo do ano, prolongando-se mais nos meses de frio e baixa umidade.
J& nos meses mais quentes e Umidos o desenvolvimento do parasita é favorecido,
sendo a umidade por volta de 80% e temperatura entre 27°C as condi¢cdes 6timas
ao seu desenvolvimento, permitindo um ciclo ocorrer em torno de 21 a 22 dias

(Guimarées et al., 2001).

2.2. Controle quimico de carrapatos

2.2.1. Acaricidas comerciais

O uso de substancias para o controle de ectoparasitas teve inicio no século
16, mais precisamente no final do século XVII, com o uso empirico da nicotina,
seguida pelo uso do piretrum na década de 1820. Porém o controle dos carrapatos
dos bovinos utilizando quimicos se tornou popular em 1896, quando comecaram a
utilizar os arsenicais para reduzir as populacdes deste parasita no gado. Em 1910 a

venda de arsénico foi liberada, abrindo o mercado para outras partes do mundo.
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Porém, com o uso indiscriminado deste composto a resisténcia dos parasitas logo
foi relatada pela primeira vez em 1937 na Australia. Devido a alta toxicidade a
humanos e animais, e a preocupacdo com residuos em carne e leite, todos estes
pontos levaram ao incentivo de buscas por novas bases quimicas para controle do
carrapato. Em ordem cronologica vieram depois os produtos a base de
organoclorados no ano de 1946. Neste grupo ficaram famosos o DTT e BHC. Em
1947 surgiram os ciclodienos e toxafeno, no ano de 1955 foram lancados os
organofosforados, durante a década de 70 surge a thiazolina, em 1975 as
formamidinas, sendo seu principal representante o amitraz, em 1977 os compostos
do grupo dos piretroides. Em 1981 as lactonas macrociclicas ganharam o mercado
dos antiparasitarios injetaveis, com as avermectinas e milbemicina. No ano de 1993
foi langado o fipronil, pertencente ao grupo dos fenilpirazoles, e no ano de 2000
surgiu no mercado o spinosad, da familia naturalyte, sendo a mais nova base

quimica disponivel (George et al., 2008; Andreotti, 2010).

No Brasil, sdo oito 0s grupos antiparasitarios mais usados no controle dos
carrapatos, sendo estes também classificados de acordo com o modo de ac&o no
organismo do animal. Eles podem ser acaricidas de contato, os quais s&o
administrados na forma de banho de aspersdo ou pour-on, e 0s acaricidas
sistémicos, 0s quais precisam ser metabolizados e transportados via corrente
sanguinea aos tecidos do animal, sendo injetaveis em sua maioria, mas também com
formulacbes para aplicacdo pour-on (Andreotti, 2010). Os grupos quimicos mais
utilizados no Brasil para o controle de artropodes praga, em ordem cronoldgica, séo:

e Organofosforados: foram criados para serem substitutos dos organoclorados,
gue vinham apresentando resisténcia cruzada em varias espécies de carrapatos pelo
pais. Sdo altamente toxicos ao meio ambiente, além de se acumularem no tecido
adiposo dos animais. Os organofosforados sdo o grupo mais antigo de acaricidas
comercializados até hoje no pais. Consistem em derivados organicos do acido
fosférico, atuando na paralisacdo do parasita por contragbes musculares
exacerbadas, provocadas pela inibicdo da enzima acetilcolinesterase e consequente
aumento de acetilcolina no organismo do artrépode (George et al., 2008; Andreotti,
2010).



27

e Amidinas: este grupo foi amplamente comercializado; é encontrado até hoje
no mercado, sendo o amitraz o principal representante. Seu sitio de acéo consiste
na inibicdo do metabolismo de enzimas de grande importancia para o carrapato,
como as monoaminoxidase. Apos a absor¢do da amidina e sua metabolizacdo, é
gerado um composto denominado N-2,4—dimetilfenil N—-metilformamidina, sendo
este extremamente toxico para os estadios imaturos do carrapato, e tendo grande
efeito redutor na massa de ovos postas pelas fémeas. Este principio ativo se mostra
perigoso para equinos, que sao 0s principais hospedeiros domésticos para
Amblyomma sculptum, podendo causar intoxicacdes e levar a complicacdes do trato
gastrointestinal, ficando assim contra indicado no controle dos carrapatos nestes
animais (Duarte et al., 2003; Li et al., 2004; Andreotti, 2010).

e Piretroides: este grupo se divide em diversos subgrupos, porém entre 0s
subgrupos de maior destaque, podemos citar a deltametrina, cipermetrina e a
alfametrina. Hoje em dia, com o aumento da resisténcia dos carrapatos frente a
esses grupos quimicos, € comum encontrarem-se no mercado formulas de
piretroides associados a organofosforados, com o intuito de aumentar o poder de
acado carrapaticida. Piretroides levam vantagem em ter menor toxicidade aos
mamiferos, quando comparados aos organofosforados (Guerrero et al., 2001;
Andreotti, 2010).

e Lactonas macrociclicas: derivadas de produtos de fermentacdo do fungo

Streptomyces avermitilis, sdo divididas em 4 subgrupos, sendo estes o lvermectina,
Moxidectina, Doramectina e Abamectina, comercializados em grande escala no
mercado brasileiro, e muito conhecidos como endectocidas, por atuarem tanto no
controle do carrapato, quanto de vermes e larvas de berne e miiases. Esta base
quimica fez grande sucesso na pecuaria nacional e mundial. Seu sitio de acéo
consiste no bloqueio da transmisséo de sinais nervosos nos carrapatos, causando

paralisia e posterior morte dos parasitas (Furlong e Martins, 2000; Andreotti, 2010).

e Fluazuron: pertencente a classe das benzoilfeniluréias e com agéo bastante
peculiar, age inibindo o crescimento e a producao da quitina, substancia que confere
rigidez a cuticula do carrapato, inibindo as mudas de larva para ninfa e de ninfa para

adultos, impedindo a reproducdo e continuagdo do ciclo, promovendo o controle
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populacional. Disponivel em formulacbes para aplicacdo pour-on, age sendo
metabolizado no organismo e sendo transportado pela corrente sanguinea até os
tecidos do animal (Furlong e Martins, 2000; Alves-Branco et al., 2001; Andreotti,
2010).

e Thiazolina: é uma substancia da familia do cymiazol, tendo sido muito pouco
usada no controle do carrapato até a década de 70. Posteriormente foi reintroduzida
no mercado dos antiparasitarios em formulacdo associada a um piretroides sintético,

indicada para banho de aspersédo dos animais (Furlong, 2005).

e Fipronil: pertencente ao grupo dos fenilpirazois. Apresenta acdo semelhante
as avermectinas, atuando sobre o sistema nervoso, bloqueando ions de cloreto
controlados por GABA, causando paralisia e consequente morte dos carrapatos. E
frequentemente encontrado na forma de produtos pour-on (Furlong, 2005; Narahashi
et al., 2007; Amaral, 2012).

e Naturalyte: Espinosade € a mais nova base quimica disponivel no Brasil,
sendo derivada de metabdlitos produzidos pela fermentacao bioldgica da bactéria
Saccharopolyspora spinosa, um organismo de ocorréncia natural no solo, tendo
como principio ativo as espinosinas A e D. Age por contato, se ligando aos
receptores nicotinicos de acetilcolina do parasita, causando paralisia e levando a

morte rapidamente apoés a exposicao (Gulias-Gomes, 2009).

2.2.2. Antiparasitarios foco do presente estudo

Os antiparasitarios que foram avaliados no presente estudo constam na
Tabela 1.

Tabela 1: Lista contendo os antiparasitarios avaliados sobre Amblyomma sculptum e
Ripicephalus microplus.

o Classificagéo do
Classificacdo potencial
Categoria Toxicoldgica periculosidade

(GHS)* ambiental
(PPP)**

Produto
Comercial

Diluicao de [1Mae

Principio ativo Bula LPV
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R .microplus:
Deltametrina 10mL em 10L 3A sistema nervoso e
Butox P CE 25g em 1L = de dgua A 25 mg/mL muscular: piretroides: Nao’ _ N30 definido
(MSD) 55 ma/mL sculptum: moduladores dos Obrigatéria
9 10mL em 5L canais de sédio
de agua
. Amitraz 12,59  2mL em 1Litro 19 S|stem:.:1 Nervoso & x
Triatox g ) 500 muscular: agonistas N&o x .
(em 100mL) = de agua para AP N&o definido
(MSD) mg/mL do receptor de Obrigatoria
125 mg/mL carrapatos .
octopamina
Cipermetrina Cipermetri
159 (em na = 1000
100mL) = 150 ma/mL
mg/mL / 25 mL em 20 Clogr’ irifés 3A sistema nervoso e
Colosso CE  Clorpirifés 25g  Litros de agua _ p muscular: piretroide Nao x .-
s 2 = 1666 A Nao definido
pulverizacdo (em 100 mL) = para ma/mL moduladores dos Obrigatoria
250 mg/mL / carrapatos mg L canais de sodio
- Citronelal=
Citronelal 1g
— 66,6
(em 100mL) = ma/mL
10 mg/mL 9
Lambda- 50 ml_denj 10 3A sistema nervoso e . avel |
Demand Cialotrina 25 g Litros de agua 125 muscular: piretroide 5 Smprovave
2,5CS em 1L =25 para |n§etos € mg/mL moduladores dos € causar (extrer_namente
aracnideos . .- dano agudo) perigoso)
mg/mL canais de sodio
et 207210 A s
Plenoway 14,1% plp = gl 500 o d 2 (altamente Il (muito
Top 0,141g/mL = para controle mg/mL competitivos do toxico) perigoso)
1'41 ma/mL de aracnideos receptor nicotinico de
9 e escorpides acetilcolina (nAChR)
Fipronil
. graanIado Produto 2B (sistema neryoso e
dispersivel em . muscular:
agua (800 agricola com antagonistas de .
Regent doses para 200 f 2 (altamente Il (muito
800WG g/Kg - em cada cultura, mg/mL canais de cloro téxico) perigoso)
1000 g de A mediados pelo GABA
sem indicagao B -
produto tem / carrapato 2A ciclodienos, 2B
800g de P P fenilpirazois (fiproles)
fipronil
6 (sistema nervoso e
Produto muscular:
Abamectina agricola com moduladores
Vertimec 18 1,8% m/vCE  doses para 1000 alostéricos de canais 4 (pouco Il (muito
EC (18g/L) =18 cada cultura, mg/mL de cloro mediados téxico) perigoso)
mg/mL sem indicagao pelo glutamato

p/ carrapato

6A avermectinas e
milbemicinas

* Fonte: https://ghs-sga.com/classificacao-de-perigos/?lang=pt-br

**Eonte: https://www.ibama.gov.br/agrotoxicos/182-quimicos-e%20biologicos/agrotoxicos/1156-ppa

As diversas bases quimicas disponiveis no mercado atualmente apresentam
diferentes efeitos, grau de permanéncia de residuos e impactos no ambiente. Os
organoclorados possuem elevada toxicidade para humanos e artrépodes, sendo
altamente bioacumulativos e afetando varios degraus da cadeia alimentar, além de
deixarem residuos de dificil degradagdo e alta permanéncia no ambiente. Os
organofosforados possuem alta toxicidade para aves, poréem o periodo de persisténcia
dos seus residuos no ambiente € menor quando comparado aos organoclorados. Os

piretroides possuem acdo extremamente nociva ao meio ambiente devido ao seu
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espectro de acdo altamente abrangente, sendo altamente toxico em meio aquatico,

afetando diretamente peixes e outros organismos (Kunz e Kemp, 1994; Muniz, 2018).

2.2.3. Resisténcia aos acaricidas comerciais

Embora seja ampla a gama de produtos quimicos utilizados para o controle
dos carrapatos, a grande maioria destes ja apresentam eficacia bastante reduzida
frente as populacdes desse parasita no Brasil e no mundo (Reck et al., 2014).
Segundo a Organizacao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacédo (FAO,
2004), o uso exacerbado e sem critério de antiparasitarios cria uma situacao de
presséo de selecéo artificial nas populacdes de carrapatos expostos aos produtos,
acarretando a conhecida resisténcia, sendo esta definida como a capacidade de

sobrevivéncia do carrapato apds contato com solu¢des acaricidas.

No processo de estabelecimento da resisténcia, ocorrem mudangas na
frequéncia de genes de um grupo de individuos, sendo uma resposta evolutiva das
populacbes expostas a condi¢cdes de sobrevivéncia severas e de modo continuo
(Neves, 2011). As populacdes de carrapatos utilizam diversos mecanismos para
tornarem-se resistentes a acdo dos carrapaticidas, sendo estes a reducao na taxa
de penetragdo do produto, mudangas no metabolismo, no armazenamento e na
eliminacdo do produto quimico do organismo, além de altera¢des no local de acéo

dos compostos quimicos (Furlong, 2005).

Existem trés tipos conhecidos de bases moleculares da resisténcia a pesticidas
em carrapatos, sendo estas: amplificacdo e alteracdo da regulacdo, ambas tendo
como resultado alteracbes quantitativas, e a alteracdo estrutural do gene, sendo uma
mudanca estrutural em sua expressao. Na metabolizacdo dos pesticidas no carrapato,
trés proteinas desempenham fungbes importantes, como os citocromos P450, as
esterases e a glutationa S-transferase, estando intimamente ligadas a sintese e
degradacdo de uma ampla gama de compostos metabdlicos enddégenos, atuando
também na protecdo contra o estresse oxidativo, transmissao de sinais nervosos e no
transporte de compostos através das células (Scott, 1995; Ranson et al., 2002;

Verissimo et al., 2015).



31

MutacBes genéticas estdo fortemente ligadas a capacidade dos parasitas
sobreviverem a exposicao de pesticidas. Os carrapatos possuem um curto periodo
entre geracdes, condicdo propicia ao aparecimento de populacdes com diferentes
genotipos, a depender da presséo de selecdo que lhes é imposta. Estas alteracdes
reduzem a eficacia dos acaricidas em um pequeno espaco de tempo, fazendo-se
necessario o ajuste da concentracao a fim de aumenta-la, bem como a mudanca para
outro principio ativo de familia distinta da anterior e, muitas vezes, a utilizacdo de

formulag@es de diferentes principios ativos associados (Verissimo et al., 2015).

O periodo de estabelecimento da resisténcia em uma determinada populacao
€ concomitante ao grau de pressao de selecao ao qual ela esta exposta, a depender
das dosagens dos acaricidas utilizados, sendo subdosagens e superdosagens
elementos que corroboram para este processo. Além disso, o historico de uso de cada
base quimica naquela populacdo de carrapatos e as falhas de manejo favorecendo a
sobrevivéncia dos parasitas sédo fatores que definirdo o grau de resisténcia de cada

cepa.

2.2.4. Relatos de resisténcia parasitaria em Amblyomma sculptum e

Ripicephalus microplus no Brasil

A falta de trabalhos cientificos abordando metodologias para o controle de A.
sculptum impacta diretamente na quantidade de produtos com instrucfes para uso
em equinos nos ultimos 30 anos, pois poucos produtos para tal finalidade foram
lancados, sendo comum o uso de produtos destinados a bovinos nesses animais.
Labruna et al. (2004) descrevem que poucas formulacdes de piretroides ainda estéo

disponiveis para o controle de A. sculptum em equideos.

Freitas et al. (2011), em monitoramento de fazendas no estado de Goias,
constataram que em 32 das fazendas, cerca de 52,6% do total de fazendas
acompanhadas, o0s compostos mais comumente utilizados eram o0s
organofosforados, piretroides e suas respectivas associa¢des, sendo evidenciada
uma sensibilidade de A. sculptum a deltametrina de 76% em adultos e de 86% em

larvas.
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Souza et al. (2015) testou a eficacia dos carrapaticidas Amitraz 12,5%,
associacdo de Cipermetrina 15% + Clorpirifos 25% + Citronela 1%; Cipermetrina
15% e Deltametrina 25% sobre larvas de A. sculptum. Foram testadas as doses
recomendadas pelos fabricantes e observada a eficicia nos tempos de 5’, 60°, 120’,
6, 12 e 24 horas poOs-tratamento. Verificou-se indicios de resisténcia da espécie ao
amitraz observando efeito transitorio da formulacéo sobre as larvas, diminuindo a
motilidade de 90% das mesmas na fase aguda (5’ e 60’), porém apenas 56,5% das
larvas perderam motilidade apds 24 horas do tratamento. Além disso, detectaram
respectivamente as seguintes mortalidades frente aos demais tratamentos: 90%
para a associacao Cipermetrina 15% + Clorpirifés 25% + Citronela 1%; 83,3% para

Deltametrina 25% e 56,6% para Cipermetrina.

Borges et al. (2020) realizaram estudo da atividade acaricida in vitro de
diferentes classes de ectoparasiticidas contra larvas de A. sculptum, utilizando a
técnica de imersdo de larvas. As larvas apresentaram maior susceptibilidade ao
grupo dos piretroides sintéticos, seguido pelos grupos fenilpirazol, organofosforado

e lactona macrociclica.

Os relatos de resisténcia aos acaricidas utilizados no controle de R. microplus
no Brasil sdo abundantes, visto que a frequéncia de erros no manejo e aplicacéo de
parasiticidas nos animais sdo comuns e, consequentemente, atuam no aumento da
pressao de selecao de cepas de carrapatos resistentes as principais bases quimicas
utilizadas (Andreotti et al., 2011; Freitas et al., 2018).

Freire (1953) descreveu pela primeira vez a resisténcia de R. microplus aos
arsenicais no ano de 1950, e mais tarde (1956); Freire também relatou os primeiros

casos de resisténcia a compostos clorados no Rio Grande do Sul.

Martins e Furlong (2001) constataram evidéncias de resisténcia a moxidectina,
doramectina e invermectina em cepas brasileiras de R. microplus, indicando a

ocorréncia de resisténcia cruzada ao grupo quimico das avermectinas.

Castro-Janer et al. (2010) realizaram testes in vitro, por meio da técnica de

imerséo de larvas (LIT), avaliando a eficacia do fipronil diante de 11 populac¢des de
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carrapatos do Rio Grande do Sul, do Mato Grosso do Sul e de Sdo Paulo, relatando a

ocorréncia dos primeiros casos de resisténcia ao fipronil no Brasil.

Faza et al. (2013) identificaram que 91,9 % das populacbes de larvas de R.
microplus provenientes de 587 populac¢des avaliadas no estado de Minas Gerais sao
heterozigotas para alelos tipo KDR, demostrando que a maioria das populacbes

apresentam o alelo que proporciona a resisténcia aos piretroides.

Reck et al. (2014) avaliaram a resisténcia de uma cepa de carrapatos contra
acaricidas, em uma fazenda de gado de corte no estado do Rio Grande do Sul. Foram
feitos testes in vitro e os resultados mostraram que a cepa Jaguar (como foi
denominada) demonstrou resisténcia a todas as drogas testadas
(cipermetrina, clorpirifés, fipronil, amitraz e ivermectina), documentando o primeiro
caso de resisténcia ao fluazuron em R. microplus e a primeira populacao de carrapatos

resistente a seis classes de acaricidas no Brasil.

Segundo Higa et al. (2015), relatos de resisténcia ja foram descritos em 15
estados brasileiros a pelo menos uma das bases quimicas disponiveis hoje no
mercado, sendo que o estado do Rio Grande do Sul relatou resisténcia a todos os
compostos quimicos listados. Na figura 3 podemos observar através do mapa a

distribuicdo da resisténcia aos acaricidas nos estados brasileiros.
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Cada cor indica o nimero de
classes acaricidas onde a
resisténcia foi relatada em
cada estado:

2 dasses (Pe AM ou P + OF)
3 dasses (P e AM e P=OF)
4 classes (P e AM, ou OF ou LI ou SP-OF)

S classes (OF, P, AM, Fipronil, P+OF)

6 classes (OF, P, AM, LM, Fipronil, P+OF)

8 dasses (OF, P, AM, LM, Fipronil,
Fluazuron e assodacoes P=OF e AM=OF)

Figura 3: Mapa da distribuicdo da resisténcia de Ripicephalus microplus frente as
bases quimicas empregadas em seu controle no Brasil. Fonte: Higa et al. (2015,
modificado). OP= organofosforados; SP= piretréides; AM= amidina; ML= lactonas
macrociclicas.

Klafke et al. (2017) coletaram 104 amostras de R. microplus de diferentes
fazendas no Rio Grande do Sul e realizaram testes de imersao de adultos. Quatro
niveis de resisténcia foram observados de acordo com o percentual de mortalidade
das larvas, sendo o nivel 1: mortalidade entre 82% e 95%, o nivel 2: mortalidade entre
57% e 82%; o Nivel 3: mortalidade entre 25% e 57%; e o nivel 4: mortalidade inferior
a 25%. Com os resultados, conseguiram detectar resisténcia a cipermetrina em
98,08% das amostras, com a maioria estando no nivel de resisténcia 4. A quantidade
de cepas resistentes ao amitraz, clorpirifés, ivermectina e fipronil foi respectivamente
de 76,92%, 60,58%, 60,58% e 53,85%. Esses autores também encontraram um alto
percentual de resisténcia multipla a trés ou mais compostos, cerca de 78,85% das
amostras. Tais resultados evidenciam a rapida evolucdo das cepas de carrapatos

resistentes frente aos quimicos disponiveis no mercado.
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CAPITULO 2 - Eficécia in vitro e no semicampo de antiparasitarios sobre larvas

de Amblyomma sculptum: estudo comparativo a Rhipicephalus microplus

Resumo - Estudos sobre a susceptibilidade de Amblyomma sculptum, vetor
da Febre Maculosa Brasileira (FMB), ainda sdo escassos e necessarios para a
prevencdo dessa zoonose. Este estudo teve por objetivo avaliar a eficacia dos
antiparasitarios Butox®, Colosso®, Triatox®, Demand®, Plenoway Top®, Regent® e
Vertimec® sobre larvas de A. sculptum, por meio do teste de pacote de larvas (TPL) e
no semicampo. Testes larvicidas sobre Ripicephalus (Boophilus) microplus também
foram realizados a titulo de comparagéo.). Demand®, Plenoway Top® e Vertimec®
também foram avaliados no teste de ecotoxicidade e de semicampo em Brachiaria
brizantha cv. Marandu para A. sculptum, e em B. brizantha, Panicum maximum cv.
BRS Zuri e Cynodon cv. Tifton 85 para Ripicephalus microplus. Foi feita a infestacéo
de cada parcela com aproximadamente 49.200 larvas de A. sculptum ou 60.000 larvas
de R. microplus, as quais foram recuperadas pela técnica da bandeira de flanela para
determinacao da eficacia. As CLso e CLgg Obtidas para A. sculptum no TPL, em mg/mL,
foram: 0,00003 e 0,0024, 0,00019 e 0,0026, e 0,000069 e 0,030, 0,00046 e 0,014,
0,00005 e 0,0086, 0,00006 e 0,0081, 0,025 e 1,39, para os antiparasitarios Butox®,
Colosso®, Triatox®, Demand®, Plenoway Top®, Regent® e Vertimec®
respectivamente. Ja para R. microplus, em mg/mL, foram: 0,0026 e 0,02, 0,007 e 0,04,
e 0,0054 e 0,095, 0,030 e 0,35, 0,035 e 0,26, 0,0015 e 0,009, e 0,040 e 0,56,
respectivamente. No semicampo, Demand®, Plenoway Top® e Vertimec®
apresentaram eficacia de 93,1%, 96,4% e 97,0%, respectivamente, sobre larvas de A.
sculptum em Brachiaria. Para R. microplus, Demand® obteve eficacia de 80,8%,
95,1% e 75,2%, Plenoway Top®87,8%, 97,9% e 88,8%, Vertimec® 40,7%, 56% e 6,2%
para Brachiaria, Tifton e Zuri, respectivamente. As condicfes de macro e microclima
nao variaram entre gramineas e favoreceram a sobrevivéncia das larvas, exceto pela
acdo da chuva em A. sculptum. Demand® e Plenoway Top® tiveram algum impacto
na recuperagao, crescimento e fertilidade de Caenorhabditis elegans no ensaio de
ecotoxicidade. Os resultados indicam que o controle de larvas de A. sculptum a campo
em areas com risco de FMB pode ser realizado pelos trés produtos avaliados, com

destaque para Plenoway Top® em ambas as espécies de carrapato, pois alcancaram
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elevada eficacia, porém fazem-se necessarios estudos mais aprofundados sobre os

impactos dos principios ativos no ambiente, organismos e periodo residual.

Palavras-chave: Controle ambiental, Febre Maculosa Brasileira, ambiente, acao

larvicida, residuos.

1. Introducéao

Varias espécies de carrapato sdo vetores de patdgenos causadores de
doencas em animais, incluindo os humanos. A espécie Amblyomma sculptum
(Berlese, 1888), popularmente conhecida como carrapato-estrela, € o principal
responsavel pela transmissédo da bactéria Rickettsia rickettsii, causadora da Febre
Maculosa Brasileira— FMB em humanos no pais. A presenga de A. sculptum em locais
arborizados, pelos quais ha uma busca cada vez maior da populacéo para a pratica
de exercicios e passeios ao ar livre, especialmente apos a pandemia do COVID-19, e
muitas vezes com presenca dos hospedeiros de predilecéo, tais como cavalos e
capivaras, estreita o contato entre humanos e esta espécie de carrapato (Labruna,
2009).

O controle destes ectoparasitas foi feito empiricamente por décadas, utilizando
substancias quimicas sem critérios ou quaisquer orientacées de uso correto, o que
gerou uma pressao de selecdo e o desenvolvimento da resisténcia parasitaria a
maioria das bases quimicas conhecidas, dificultando ainda mais o controle
(Sonenshine e Roe 2014; Araujo, 2015). Com isso, ao longo dos anos, os produtos
guimicos se tornam cada vez menos eficazes devido ao aparecimento de populacdes
resistentes em todo o pais (Patarroyo e Sossai, 2010). O controle de A. sculptum em
equinos no Brasil € usualmente realizado por meio de pulverizacdo com
organofosforados, piretroides e suas associacdes. Inevitavelmente ocorre a selecao
de populagbes menos susceptiveis aos mesmos, pois, além da exposicdo aos
carrapaticidas, ndo € rara a ocorréncia de aplicacbes sem intervalos estratégicos ou
sem outras medidas de controle integrado, o que demonstra a falta de protocolos
validos para o controle desta espécie tao intimamente ligada aos seres humanos (Da
Cunha et al., 2007; Freitas et al., 2011, Pifia, 2018).
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A resisténcia parasitaria pode ocorrer de diferentes formas, tais como a reducao
da penetracdo do produto, mudancas no metabolismo e na eliminacdo do produto
quimico do organismo, alteragcbes no local de acdo dos compostos quimicos e
mudancas nas frequéncias génicas (Furlong, 2005; Neves, 2011). Devido a
importancia que o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)
possui ha pecuaria brasileira, esta pressao de selecao foi maior e mais intensa quando
comparada a A. sculptum, gue se mostra como um problema maior em saude publica.
O fato de R. microplus possuir um ciclo de vida mais curto e sem sazonalidade,
conseguindo realizar até 5 geracfes por ano em condi¢cdes de umidade e temperatura
adequadas (Vacari et al., 2013; Nicaretta 2018), enquanto A. sculptum realiza apenas
1 geracdo por ano, influencia diretamente no processo de estabelecimento de
resisténcia (Furlong, 2005; Pifia, 2018). A. sculptum, por sua vez, realiza apenas uma
Gnica geracdo por ano, sendo um incbmodo frequente a criadores de equinos e
muares, mas até o momento, nao representa grandes riscos a pecuaria bovina no pais
(Rodrigues et al., 2015).

Apds uma certa populacdo de carrapatos apresentar resisténcia a um produto
antiparasitario, é provavel que todas as outras substancias daquela familia também
se tornem ineficazes, sendo necessaria a troca das bases quimicas por outros
compostos de familias totalmente distintas, a fim de frear o avanco da resisténcia na
propriedade (Brito et al., 2006). Para o sucesso da estratégia de controle dos
carrapatos, o conhecimento das bases quimicas e de como elas agem no parasita é
uma ferramenta indispensavel (Gomes, 1998; Soares et al., 2011). Com isto, a
realizacdo dos testes para a deteccdo da resisténcia se mostra indispensavel, pois
somente com base nestes resultados € possivel afirmar qual o perfil de
susceptibilidade das cepas, proporcionando assim maior assertividade na escolha do
acaricida a ser utilizado no controle e maior eficacia sobre cada populacdo de
carrapatos (Klafke, et al., 2017).

Os animais criados extensivamente e 0 homem estao continuamente sujeitos a
infeccdes por agentes de doencgas transmitidas por animais silvestres parasitados por
ixodideos, opondo de um lado os pecuaristas e a vigilancia sanitaria, e de outro os
orgaos responsaveis pela conservagdo ambiental. A transmissédo de doengas entre 0s

animais selvagens e domésticos resulta do fato de dividirem o mesmo espaco, fontes
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de alimentos e agua, sendo a transmissdo de zoonoses agravada pelo avanco das
populacdes em direcdo ao campo e pelo turismo rural. Nesta situacao, a frequéncia e
a eficiéncia da aplicacao de acaricidas no ambiente dependem diretamente do grau
de infestacao, do local e da frequéncia de uso das areas pelos hospedeiros naturais,
visto que os mesmos circulam livremente no ambiente. O efeito residual do
carrapaticida € um fator limitante, pois o uso indiscriminado e sem medidas de
seguranca pode ocasionar contaminagcdo ambiental e toxicidade, tanto para a fauna
local quanto para humanos (Dantas-Torres, 2008; Araujo, 2015).

Dito isto, as aplicacGes de acaricidas no ambiente devem ser criteriosamente
avaliadas e planejadas, visando, principalmente, o controle de carrapatos que
transmitem zoonoses e sistemas de producdo em situacao critica quanto a presenca
dos mesmos, buscando minimizar ao maximo os impactos ambientais. Assim, este
trabalho teve por objetivo avaliar a eficacia de sete bases quimicas comerciais,
utilizadas no controle de carrapatos e de pragas agricolas em todo Brasil, sobre larvas
de A. sculptum em laboratorio e em diferentes gramineas (semicampo). Como R.
microplus coexiste com A. sculptum nos animais da mesma area experimental, testes

larvicidas sobre R. microplus também foram realizados a titulo de comparacao.

2. Material e Métodos

Os experimentos aqui executados foram aprovados pelo Comité de Etica de
Uso de Animais em Experimentos da Embrapa Pecuaria Sudeste - CPPSE (CEUA
CPPSE) (Processo n°. 01/2019).

2.1. Obtencao dos carrapatos

Os exemplares de A. sculptum e R. microplus foram obtidos por meio de coleta
de teledginas nos bovinos leiteiros e em equinos de trabalho das racas Arabe e Crioulo
da Embrapa Pecuéria Sudeste, em Séo Carlos, SP. O padréo de resisténcia da cepa
de R. microplus do CPPSE, monitorado anualmente, identificou sensibilidade aos
produtos Ciclorfés®, Cyperclor Plus Pulverizacdo® e Maximo Pulverizacédo®
(cipermetrina/clorpirifés/butoxido de piperonila), Colosso FC 30®

(clorpirifés/cipermetrina/fenthion), Flytion EC 50® (cipermetrina/clorpirifés), Supokill (a
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base de Supona), Ectobat 80® (diclorvés/clorpirifés) e Colosso Pulverizacdo®
(cipermetrina/clorpirifés/citronelal), que demonstraram eficacia acima de 90%. Foi
constatada resisténcia apenas ao produto Triatox® (amitraz). Os testes de
biocarrapaticidograma foram realizados na Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora
— MG. A cepa de A. sculptum néo foi caracterizada.

Para a manutencédo e multiplicacdo de A. sculptum e R. microplus, as teledginas
coletadas foram levadas para o Laboratério de Parasitologia Veterinaria do CPPSE,
onde foram lavadas e selecionadas de acordo com tamanho, viabilidade e espécie.
ApoOs a selecdo estas teledginas foram alojadas em placas de Petri por espécie e
acondicionadas em estufa (27°C; tUR 80%). Apds o término da postura, as massas
de ovos foram entdo colocadas em seringas plasticas adaptadas (1 g de ovos). As
seringas foram vedadas com algodao e acondicionadas em estufa para a eclosao das
larvas. Cada 1 g de ovos corresponde a 20.000 larvas de R. microplus (Drummond et
al., 1973) e a cerca de 16.400 ovos de A. sculptum (Prata e Daemon, 1997).

Para a multiplicagéo de R. microplus foram realizadas infestagdes artificiais
com larvas de uma seringa em cada hospedeiro bovino (holandés puro ou %
Holandés/Jersey). Os animais foram mantidos em pastagem extensiva préxima a area
de preservacdo permanente, onde havia circulacdo de capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris). Estas espalhavam estagios imaturos de A. sculptum na pastagem, que
infestavam naturalmente os bovinos. A saude dos bovinos era acompanhada
mensalmente para monitoramento da ocorréncia de anemia, babesiose e
anaplasmose, bem como machucados ou miiases, ocorrendo intervencdo com
tratamento sempre que necessario. As coletas diarias manuais das teledginas eram

realizadas de 19 a 23 dias ap0s a infestacdo dos animais.

2.2 Formulacgdes avaliadas sobre A. sculptum e R. microplus

As formulacdes parasiticidas comerciais foram escolhidas de modo que
englobassem os principios ativos mais comumente utilizados ou indicados para o
controle de ixodideos. As formulacGes avaliadas foram Deltametrina (Butox®, MSD
Saude Animal) da concentracéo 0,6mg/mL a 0,0002 mg/mL,

Cipermetrina+Clorpirifés+Citronelal (Colosso® Pulverizacéo, Ouro Fino Saude Animal)
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da concentracdo 5 mg/mL a 0,0025 mg/mL + 15 mg/mL a 0,0035 mg/mL, e Amitraz
(Triatox®, MSD Saude Animal) da concentracdo 10 mg/mL a 0,001 mg/mL. Lambda-
Cialotrina (Demand® 10CS, Syngenta) da concentracdo 125 mg/mL a 0,02 mg/mL,
Thiametoxam (Plenoway Top® SC, Quimiway Ltda) da concentracdo 50 mg/mL a
0,006 mg/mL, Fipronil (Regent® 800WD, Basf) da concentragdo 5 mg/mL a 0,0006
mg/mL e Abamectina (Vertimec® 1,8% EC) da concentracdo 800 mg/mL a 0,1 mg/mL
(Tabela 1).

Tabela 1: Informacfes sobre os antiparasitarios utilizados no estudo da eficacia in
vitro e no semicampo de antiparasitarios sobre larvas de Amblyomma sculptum:
estudo comparativo a Ripicephalus microplus.

Nome comercial Fabricante Principio ativo Concentragoes
(mg/mL)
Butox® MSD Saude Animal Deltametrina 0,6 a 0,0002
Colosso® Ouro Fino Saude Cipermetrina+ 5a 0,0025 +
Pulverizacédo Animal Clorpirifés 15 a 0,0035*
+Citronelal

Triatox® MSD Saude Animal Amitraz 10 a 0,001
Demand® 10CS Syngenta Lambda-Cialotrina 125a0,02
Plenoway Top® SC Quimiway Ltda Thiametoxam 50 a 0,006
Regent® 800WD Basf Fipronil 5 a 0,0006
Vertimec®1,8% EC Syngenta Abamectina 800a0,1

*Concentracdo da Cipermetrina + Clorpirifos.

2.3. Teste de pacote de larvas (TPL) sobre Amblyomma sculptum e
Ripicephalus microplus

Para a definicdo das menores doses eficazes contra larvas de ixodideos in vitro,
foram realizados Testes de Pacote de Larvas (TPL), utilizando o método de diluicdo
seriada, a fim de detectar a menor dose de cada produto que proporcionasse 100%
de mortalidade das larvas em laboratorio. Aproximadamente 100 larvas de 14 a 21
dias de vida foram colocadas entre papéis de filtro impregnados pelos antiparasitarios,

gue foram inseridos em um envelope também de papel de filtro e vedado (FAO, 1971).
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Para a definicdo das concentracdes foi utilizado método de diluicdo seriada, a fim de
se obter de 0 a 100% de eficacia para cada produto. Os envelopes ficaram em estufa
(£ 27°C, £ UR 80%) e as contagens foram feitas apds 24 horas, contando-se larvas
vivas e mortas com o auxilio de bomba vacuo contendo mangueira com ponteira
acoplada na extremidade. Todos os testes foram realizados em triplicata, incluindo o
controle negativo constituido de agua destilada. Os testes foram repetidos em pelo
menos trés ocasifes diferentes, com diferentes populacées de carrapato, para
calculos estatisticos mais fidedignos. Os mesmos procedimentos foram realizados

para as duas espécies de carrapatos, que foram avaliadas separadamente.

2.4. Teste de semicampo com Amblyomma sculptum e Ripicephalus microplus

Para avaliacdo da acao larvicida das formulacdes selecionadas no TPL sobre
R. microplus, foram formadas um total de 36 parcelas medindo um metro quadrado
(esquema adaptado de Basso et al., 2005), de trés capins forrageiros (Braquiaria cv.
Brizantha, Panicum cv. Zuri e Cynodon cv. Tifton 85). A distancia entre as parcelas e
a distribuicao destas na area destinada ao ensaio experimental foi definida de acordo
com a necessidade de manejo das forrageiras, a fim de facilitar o manuseio, a
manutencdo e as recuperacodes de larvas do ambiente, evitando assim a migracéo de
larvas entre parcelas. Para isso, priorizou-se a distancia entre parcelas de 2 m, para
que quando as gramineas crescessem, o corredor ao redor das parcelas ficasse livre
para a circulacdo e manuseio. As parcelas foram estruturadas em trés fileiras (uma
para cada graminea), contendo 12 canteiros cada (Fig. 1). O entorno da area
destinada a formacdo das parcelas foi cercado com tela para evitar a entrada de

animais e humanos.

A area do experimento foi previamente preparada com arado e grade
niveladora; depois as parcelas foram demarcadas com estacas de madeira para inicio
do plantio. O plantio das gramineas foi realizado em fevereiro de 2020, durante a
estacdo chuvosa, quando as cultivares BRS Zuri e Brachiaria Brizantha cv. Marandu
foram plantadas por semeadura, utilizando o espacamento de 20 cm por linha,
totalizando cinco linhas de plantio dentro de cada parcela e a semeadura foi realizada

nos sulcos com adubagao 20-0-20 (NPK). O Tifton 85 foi plantado por plantio direto
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de mudas, utilizando cerca de cinco mudas por parcela e adubo 20-0-20 (NPK). Apos
as gramineas estabelecidas, foi mantido o manejo de capina e/ou aplicacdo de
herbicida nos corredores e o corte/desbaste das laterais das parcelas a fim de evitar

a migracao de larvas e facilitar a circulacao da equipe nas coletas.

einBlE] @p s041EW TT - No + ‘2|81 2p BUSD

oguod

(Cerca de tela ao redor da area, aproximadamente 35 metros de comprimentos

.Cynodon cv. Tifton 85 D Brachiaria cv. Brizantha . Panicum maximum cv. BRS Zuri

Figura 1: Croqui exemplificando a distribuicdo das gramineas e metragem da area do
experimento de semicampo na Embrapa Pecuaria Sudeste.

As figuras 2, 3 e 4 representam a demarcacao das parcelas com estacas de
madeira, as gramineas ja plantadas e a area do experimento cercada, e 0 manejo de

capina dos corredores, respectivamente.
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Figura 2: Demarcacgao das parcelas com estacas de madeira. Fonte: Gustavo Avelar
Sousa.

Figura 3: Manejo de capina dos corredores entre as parcelas. Fonte: Gustavo Avelar
Sousa.
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Figura 4: Gramineas em crescimento e 0 entorno da &rea cercada com tela de
mangueiro. Fonte: Gustavo Avelar Sousa.

Trés parcelas de cada capim forrageiro foram destinadas ao controle negativo
(sem tratamento). Devido a restricdo na quantidade de larvas de A. sculptum, B.
Brizantha cv Marandu foi escolhida para representar o género Brachiaria, visto que é
a espécie forrageira de maior importancia no Brasil. A quantidade de larvas utilizadas
nos ensaios de semicampo foi padronizada visando garantir que as parcelas tivessem
quantidade de larvas suficientes até a Ultima das trés coletas previstas no ensaio.
Cada parcela foi contaminada experimentalmente com aproximadamente 60 mil larvas
de R. microplus ou com 49,2 mil larvas de A. sculptum, em ambos 0s casos
equivalente a 3 g de ovos, com taxa de eclosdo acima de 85%. As larvas tinham
aproximadamente 30 dias de vida e foram mantidas em estufa sem fotoperiodo, no
escuro, a fim de evitar a diapausa em A. sculptum. A infestacdo das parcelas foi feita
pouco antes dos capins atingirem a altura recomendada de pastejo (50 cm para BRS
Zuri, 40 cm para B. brizantha cv. Marandu e 20 cm para Tifton 85), visando o alcance
dessa altura nos dias das coletas das larvas.

Os experimentos foram feitos com cada espécie de carrapato separadamente,
em periodos distintos, com espacamento entre experimentos superior a 90 dias, a fim
de se evitar infestac@o simultdnea com as duas espécies de carrapato. Como medida
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de descontaminacao, foi feita a rocada das gramineas até a altura de 20 cm para
Panicum e Brachiaria, e de 10 cm para Cynodon, retirada dos residuos pos rocada, e
passagem de pano branco de algoddo para verificar a presenca de larvas
remanescentes (Sonenshine, 1996).

As formulacGes a base de Lambda-Cialotrina (Demand® 10CS, indicado para o
controle de A. sculptum no ambiente), Thiametoxam (Plenoway Top® SC, controle de
escorpides e insetos), e Abamectina (Vertimec®1,8% EC, contra pragas em lavouras),
foram avaliadas nas concentragbes 0,125 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,4 mg/mL,
respectivamente. Tais concentracdes foram as que causaram 100% de mortalidade
das larvas de ambas as espécies de carrapato no TPL. Além de boa eficacia no TPL,
as formulacdes também foram selecionadas por serem produtos para indicacéo pra
uso no campo para aracnideos.

Para a definicdo do volume de calda necessario para a aplicacdo em cada uma
das espécies de capins, foram realizados testes prévios de vasdo cronometrada das
bombas costais elétricas utilizadas durante o experimento (Fig. 5). A vasdo da bomba
foi calculada realizando uma simulacéo de aplicacdo com agua, em poténcia maxima,
em trés das parcelas de um m?de cada capim, em tempo cronometrado, de modo que
avaliassemos o0 tempo necessdario para que as parcelas ficassem molhadas por
completo. Apés a realizacao dos testes obteve-se os tempos de 10” (segundos) para
Tifton 85, 15” para Brachiaria cv Marandu e 20” para BRS Zuri. Apds a definigdo do
tempo de aplicagéo, foi validado o volume aplicado dentro deste tempo, utilizando-se
uma proveta de vidro graduada e um cronémetro nos tempos pré-estabelecidos para
umidificar toda a parcela teste. Os volumes obtidos foram de 300 mL para Tifton 85,
450 mL para Brachiaria cv. Marandu e 600 mL para BRS Zuri, sendo estes respectivos
volumes suficientes para molhar toda a superficie das trés forrageiras em 1 m?de area
(Fig. 5). Com base nestes volumes foram calculadas e preparadas as diluicbes dos

produtos a serem testados no ensaio de semicampo.
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Figura 5: Pulverizacdo cronometrada das parcelas utilizando bomba costal elétrica.
Fonte: Gustavo Avelar Sousa.

A infestacdo das parcelas com as larvas ocorreu em torno das 7h do dia
considerado D1. As larvas foram liberadas abrindo-se as seringas vedadas com
algodao e espalhando-as na base das gramineas. As parcelas foram pulverizadas em
torno das 17h do D3 (prazo estimado para a subida das larvas até a extremidade das
gramineas, Furlong et al., 2002). Cada produto foi aplicado em 3 parcelas diferentes
de cada espécie de graminea.

A recuperacéo das larvas nas parcelas foi realizada nos dias D4, D7 e D10 do
experimento, utilizando-se um pano branco (tipo flanela de algodéo) de 80 x 80 cm
para captura das larvas em cada parcela, este pano era fixado com fita crepe em uma
haste de bambu de, aproximadamente, 1,5 metros, a fim de facilitar a passagem do
mesmo sobre a extremidade do capim de modo a evitar que as larvas subissem nos
membros da equipe de coleta (Fig. 6).
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Figura 6: Coleta das larvas de Amblyomma sculptum e Ripicephalus microplus na

extremidade do capim utilizando flanela branca. Fonte: Gustavo Avelar Sousa.

Os tecidos foram entdo colocados em sacos plasticos transparentes de 70 x 50
cm, identificados com o numero de cada parcela, e entdo levados ao laboratério para
congelamento em freezer (-20°C) e posterior contagem das larvas. Apdés o
congelamento e morte das larvas, os sacos plasticos contendo os panos foram
abertos sobre uma bancada branca, a fim de facilitar a visualizacdo e separacdo das
larvas, bem como a remocgé&o de residuos de vegetacao, fragmentos de solo e outros
insetos que eventualmente se aderiam ao pano no momento da coleta. A contagem
das larvas de A. sculptum e R. microplus foi feita manualmente utilizando bomba a
vacuo com uma ponteira com filtro acoplada para a succao individual das larvas e

contagem com auxilio de contadores manuais (Fig. 7).
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Figura 7: Contagem manual das larvas de Amblyomma sculptum e Ripicephalus

microplus utilizando bomba a vacuo. Fonte: Gustavo Avelar Sousa.

2.5. Coleta dos dados climaticos

Os dados climaticos foram acompanhados em nivel de macroclima e microclima.
Os dados do macroclima foram obtidos através da estacdo meteoroldgica da Embrapa
Pecuéria Sudeste com as respectivas coordenadas: Latitude: 21°57'42"(S) Longitude:
47°50'28"(W) Altitude: 860m [21°57'42" S, 47°50'28" W, 860m]. Estas informacgdes
ficam disponiveis através do site da estacdo. Com base nos relatorios eram feitas
médias semanais de temperatura média, temperatura maxima, temperatura minima,
umidade relativa (UR, %), precipitacdo (mm?), vento (m/s), radiacdo solar (MJ.m-2) e
evapotranspiracao (Eto/mm).

As informac0des sobre o microclima foram obtidas a partir de sensores higrometros
da marca Prezzi®, modelo TDR 100, que foram instalados dentro das nas parcelas
dos trés tipos de forrageiras, ao nivel do solo. Foram utilizados um total de oito
sensores, sendo dois para cada grupo experimental. Estes captavam informacgdes

sobre a temperatura e a umidade do solo (expressa em cm?®de agua/cm? de solo).
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Também foram feitas médias semanais para cada uma das variaveis, dentro dos

periodos de cada um dos dois experimentos (verédo 2021/2022).

2.6. Avaliacdo da ecotoxicidade das formulagdes com Caenorhabditis elegans

Alguns dos produtos avaliados podem ter caracteristica off label, ou seja, ter
seu potencial acaricida avaliado para o controle de ectoparasitos que ndo constavam
em sua bula, ou, pelo menos, ndo para controle ambiental, com isso, foi proposto
nesse trabalho uma avaliacdo de impacto ambiental in vitro utilizando-se a mortalidade

de Caenorhabditis elegans como modelo experimental.

Teste de toxicidade aguda

Testes de toxicidade com C. elegans sé&o usados para avaliar a toxicidade de
amostras aquosas, sedimentares e de solo utilizando parametros de toxicidade,
alteracdes de crescimento e de reproducédo. Para tal, individuos adultos de C. elegans
foram sincronizados 24h antes da realizacao do ensaio. As larvas de C. elegans com
24h de vida foram entdo suspensas em meio EPA previamente autoclavado
(CaS04-2H20 0,348 mM;MgS04 0,498 mM; NaHCO3 1,143 mM; KCI 0,054 mM). Em
cada placa teste foram adicionados pelo menos 10 organismos, sendo registrado o
namero inicial por placa. As placas foram incubadas a 20°C no escuro e o niumero de
individuos vivos apds a exposicdo aos produtos Demand® e Plenoway Top® em cada
placa foi avaliado apds 24h. Testes com o Vertimec® ainda serdo executados. Os
valores obtidos foram usados como norteadores para das concentracdes empregadas

no ensaio cronico.

Teste de toxicidade crénica

Os ensaios foram conduzidos em placas descartaveis de poliestireno com 24
pocos com capacidade de aproximadamente 2,5 mL cada. Em cada poco foram
colocados pelo menos 10 individuos J2, além de suspenséo nutritiva de E. coli OP50-
1 em meio EPA e a suspenséo C. elegans em todos os pocos. Em seguida, foram

adicionados 500 pL das diferentes solucdes testes de Demand e Plenoway e colocado
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apenas 0 meio de crescimento nos pocos de controle, preparando quatro pog¢os por
concentracdo dada, totalizando no minimo 40 organismos por concentragdo-teste. A
exposicao foi realizada num periodo de 96h a 20 + 1 °C, no escuro. Apos 96 h de
exposicao, foi adicionado 0,5 mL da solucdo de Rosa Bengala (300 mg/L) em cada
poco. A seguir, as placas com tampa foram aquecidas em uma estufa de secagem
durante 10 minutos a 80°C para finalizar o teste.

O uso da solucdo de Rosa Bengala e aguecimento foram usados para facilitar
a mensuracao e coloragédo dos organismos. As amostras foram armazenadas em 8 *
2 °C graus até o respectivo processamento em até oito semanas. Os seguintes
parametros foram avaliados (ISSO, 2010):
Recuperacgdo: Apds 96 h, o numero de individuos adultos em cada poco foi contado e
foi calculada a recuperacdo através da divisdo do niumero de adultos pelo numero de
organismos introduzidos no inicio do teste e multiplicado por 100. A recuperacao deve
estar entre 80 a 120%.
Fertilidade: Foi determinada a presenca de um ou mais ovos no interior do corpo de
cada individuo exposto com o auxilio de um microscépio no aumento de 25 vezes. Foi
calculada a porcentagem de fertilidade dividindo-se o nimero de organismos testes
com ovos em relacdo ao numero total de organismos recuperados multiplicado por
100. A fertilidade deve ser maior que 80%.
Crescimento: O comprimento do corpo dos individuos adultos expostos foi medido em
uma lamina de microscOpio com escavacdo sob camera Optika 4083B3 acoplada a
estereomicroscopio. Para tanto, foi usada uma escala de medida com aumento de 6
vezes com auxilio do software Optika View. O comprimento médio do corpo foi
calculado para cada réplica avaliada da diferenca do comprimento do corpo médio
medido ao final e o comprimento médio do corpo de 30 individuos J2 no inicio do teste.

2.7. Andlises estatisticas

Os resultados dos testes laboratoriais com as larvas de carrapato e as
formulacg6es foram submetidos ao procedimento Probit utilizando o software MedCalc
para determinacdo das concentragbes letais ClLso e ClLgs. Os dados obtidos na
avaliacdo do efeito acaricida e nos ensaios de ecotoxicidade foram analisados

estatisticamente por meio da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo pos-teste
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de Tukey (p<0,05) utilizando o software GraphPad Prism (GraphPad Software, Sao
Diego, CA, EUA).

Os dados dos experimentos de semicampo foram submetidos a uma analise
de variancia pelo Procedimento Mixed do SAS (SAS, 2016), considerando nos
modelos os efeitos de Tratamento, Dia e a interacdo TRAT*DIA, seguindo uma
estrutura de split-plot com medidas repetidas no tempo (DIA). Na selecdo da melhor
estrutura da matriz de variancia e covariancia adotou-se o critério de informacgéo AIC
(Smaller is Better - Akaike's Information Criterion). Para comparacao mdultipla de
meédias usou-se teste de Tukey (adjust Tukey), ao nivel de significancia de 5%. Como
o numero de lavas de carrapato € um dado de contagem, foram usadas as
transformacdes log(x+1) e raiz(x) na busca da normalidade dos dados e a
homogeneidade de variancias.

3. Resultados

3.1. Teste de pacote de larvas (TPL)

Os resultados obtidos para cada produto no TPL foram, em sua maioria, dose-
dependentes, com a mortalidade das larvas diminuindo de acordo com o decréscimo
das concentracfes. Estas foram diminuidas ou aumentadas de forma a se obter de
0% a 100% de mortalidade e calculo mais preciso das concentracfes letais. Estes
dados podem ser visualizados nas Tabelas de 2 a 8. Ndo ocorreu mortalidade nos

grupos controle negativo, composto por agua, em todos os testes avaliados (0%).

O Butox® causou 100% de mortalidade de larvas de A. sculptum a 0,0006
mg/mL, bem abaixo da dose de bula que consiste em 0,002 mg/mL, enquanto o
mesmo efeito foi obtido para R. microplus a 0,0125 mg/mL, ou seja, com uma dose 20
vezes maior do que a dose que obtivemos para A. sculptum, e 12 vezes acima da
dose de bula recomendada para R. microplus (Tabela 2). Para o Colosso®, 100% de
mortalidade foi obtida para A. sculptum a 0,025 mg/mL, ou seja, nossa dosagem foi 5
vezes menor que a dosagem recomendada na bula, enquanto que para R. microplus
a dosagem que obtivemos foi o dobro da obtida para A. sculptum (0,05 mg/mL), porém

ainda ficando abaixo da dosagem de bula (Tabela 3). O Triatox® obteve eficacia de
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100% sobre A. sculptum na dose de 0,0025 mg/mL, que € a mesma dose da bula,
mas nao foi capaz de causar 100% de mortalidade em R. microplus (Tabela 4).
Demand® obteve eficacia de 100% com uma dosagem 16 vezes menor do que a
recomendacao de bula, sendo eficaz a 0,00781 mg/mL sobre A. sculptum e na dose
recomendada pelo fabricante, de 0,125 mg/mL, sobre R. microplus (Tabela 5).
Plenoway Top® obteve eficacia de 100% a 0,012 mg/mL sobre A. sculptum e a 0,50
mg/mL sobre R. microplus, aproximadamente 46 vezes maior que a dose para A.
sculptum (Tabela 6). Regent® foi 100% eficaz sobre A. sculptum a 0,0025 mg/mL e
sobre R. microplus a 0,010 mg/mL, dose 4 vezes maior (Tabela 7). Vertimec®alcancou
eficacia de 100% sobre A. sculptum a 0,4 mg/mL e sobre R. microplus a 0,5 mg/mL
(Tabela 8). As concentracdes minimas que causaram 100% de mortalidade em ambas

as espécies de carrapato podem ser visualizadas na Tabela 9.

Tabela 2: Porcentagem média de mortalidade das larvas de Amblyomma sculptum e
Ripicephalus microplus submetidas a diferentes concentracbes (mg/mL) de
Deltametrina (Butox®) no teste de pacote de larvas.

Concentragbes  A. sculptum Concentracdes R. microplus

0,0006 100a 0,05 100a

0,0003 78,3a 0,025 100a
0,00015 81,4a 0,0125 100a
0,00008 73,5a 0,0062 92,7a
0,00004 47, 7p 0,0031 48,7p
0,00002 59,60 0,0015 16,2
0,00001 31,80 0,00078 9,3d
0,000005 18,2 ¢ 0,00039 7,74
0,000002 2,7 d 0,00019 0,3d
0,000001 Oe 0,00009 Obd

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica entre
concentracdes (p<0,05) pelo Teste de Tukey.
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Tabela 3: Porcentagem média de mortalidade das larvas (xerro padrdo) de
Amblyomma sculptum e Ripicephalus microplus submetidas a diferentes
concentragbes (mg/mL) da associacdo Cipermetrina+Clorpirifés+Citronelal (Colosso®)
no teste de pacote de larvas.

Concentracdes A. sculptum R. microplus
0,05 10046,71aa 100+6,71aa

0,025 100+6,71aa 88,08+6,71aa
0,0125 97,49+6,71 aa 86,91+6,71aa
0,0062 8182+6,71aa 41,036,718
0,0031 72,61+6,71aa 9,48+6,7 1oc
0,0016 34,92+6,71pa 0+6,71cs
0,0008 14,03 ¢ -
0,0004 17,01 -
0,0002 0d -

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica entre
concentracdes e letras maiusculas diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica
entre espécies de carrapato (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

Tabela 4: Porcentagem média de mortalidade das larvas de Amblyomma sculptum e
Ripicephalus microplus submetidas a diferentes concentra¢cées (mg/mL) do Amitraz
(Triatox®) no teste de pacote de larvas.

Concentragcbes  A. sculptum Concentracdes R. microplus

0,005 100a 0,05 95,95a
0,0025 100a 0,025 84,26a
0,00125 92,69a 0,0125 85,89a
0,0006 82,62a 0,006 58,94p
0,0003 67,110 0,003 24,61b
0,00015 36,620 0,0015 12,66¢
0,00007 26,99 0,0007 4,96¢
0,00004 3,70c 0,0004 5,84c
0,00002 3,21c 0,0002 Oc
0,00001 2,78¢ - -

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica entre
concentracdes (p<0,05) pelo Teste de Tukey.



61

Tabela 5: Porcentagem média de mortalidade das larvas (zerro padrdo) de
Amblyomma sculptum e Ripicephalus microplus submetidas a diferentes
concentragdes (mg/mL) de Lambda-Cialotrina (Demand®) no teste de pacote de

larvas.

Concentragdes A. sculptum R. microplus
0,125 100%£6,6an 100%6,6an
0,0625 100+6,6aa 82,92+6,6an
0,03125 100%£6,6an 63,11+6,608
0,01563 100+6,6a4 16,27c8
0,00781 100%6,6an 13,65+6,6¢8
0,00391 94,85+6,6aA 10,73+6,6¢8
0,00195 87,556,6aa 0+6,6¢8
0,00098 66,71p -
0,00049 41,95p -
0,00024 23,63c -
0,00012 26,21 -
0,00006 8,184 -
0,00003 6,964 -
0,000015 Od -

Letras minasculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica entre
concentracdes e letras maiusculas diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica

entre espécies de carrapato (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

Tabela 6: Porcentagem média de mortalidade das larvas de Amblyomma sculptum e
Ripicephalus microplus submetidas a diferentes concentracbes (mg/mL) do
Thiametoxam (Plenoway Top®) no teste de pacote de larvas.

Concentragbes  A. sculptum Concentracdes R. microplus
0,012 100a 0,50 100a
0,006 98,33a 0,25 96,864
0,003 91,544 0,125 91,544

0,0015 99,624 0,0625 72,621
0,00078 89,654 0,0313 67,14y
0,00039 77,75b 0,0156 9,63c
0,00019 61,57b 0,0078 5,13¢

0,000097 64,470 0,0039 0,00c
0,0000048 38,60c - -
0,0000012 22,62¢ - -
0,0000003 19,22 - -
0,00000015 Od - -

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica

concentracdes (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

entre
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Tabela 7: Porcentagem média de mortalidade das larvas de Amblyomma sculptum e
Ripicephalus microplus submetidas a diferentes concentra¢cdes (mg/mL) do Fipronil
(Regent®) no teste de pacote de larvas.

Concentragbes  A. sculptum Concentracdes R. microplus

0,005 100a 0,01000 100a
0,0025 100a 0,00500 88,08a
0,0003 87,25a 0,00250 86,91a

0,00015 76,472 0,00125 41,03p
0,000003 38,95 0,00063 9,48
0,0000009 27,650 0,00031 0,00¢
0,0000004 6,13c - -
0,0000002 Oc - -

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica entre
concentragdes (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

Tabela 8: Porcentagem média de mortalidade das larvas de Amblyomma sculptum e
Ripicephalus microplus submetidas a diferentes concentragbes (mg/mL) da
Abamectina (Vertimec®) no teste de pacote de larvas.

Concentragcbes  A. sculptum Concentracdes R. microplus

0,8 100a 1 100a
0,4 100a 0,5 100a
0,2 79,50a 0,25 98,46a
0,1 79,69a 0,125 74,32p
0,05 71,542 0,06 67,17b
0,025 40,83b 0,03 38,54
0,0125 29,830 0,015 28,30c
0,006 15,850 0,0078 1,434
0,003 37,34p 0,0039 1,754
0,0015 Oc 0,0019 Od

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica entre
concentracdes (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

Os resultados supracitados foram entdo utilizados para as estimativas das
concentracdes letais. Butox®foi o mais eficaz sobre A. sculptum, atingindo as menores

CLso e CLgs (0,000033 e 0,0024 mg/mL, respectivamente), enquanto Regent® foi o
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mais eficaz sobre R. microplus (0,0015 e 0,0093 mg/mL, respectivamente). Vertimec®
foi 0 menos eficaz, demandando maiores concentracdes para atingir as CLso € CLog,
em ambas as espécies de carrapato (0,03 e 1,40 mg/mL para A. sculptum, 0,04 e 0,56
mg/mL para R. microplus, respectivamente). As CLso e CLgo de cada um dos produtos

avaliados podem ser visualizadas comparativamente na Tabela 9.

Tabela 9: Estimativa das concentracdes letais 50% (CLso) € 99% (CLog) (mg/mL) e
menores concentracdes ([ ], mg/mL) nas quais obteve-se 100% de eficacia sobre
Amblyomma sculptum e Ripicephalus microplus, para as bases quimicas avaliadas no
teste de pacote de larvas.

A. sculptum R. microplus [TA. [1R.
Produto ClLso Clog CLso Clog Sculptum  microplus
Butox® 0,000033 0,0024 0,0026 0,0202 0,0006 0,0125
Colosso® 0,00019 0,0027 0,0076 0,047 0,0025 0,05
Triatox® 0,00007 0,031 0,0054 0,096 0,0025 0,10
Demand® 0,00046 0,0143 0,030 0,36 0,007 0,125
Plenoway Top® 0,000059 0,0087 0,035 0,27 0,0125 0,5
Regent® 0,00006 0,008 0,0015 0,0093 0,0025 0,01
Vertimec® 0,03 1,40 0,04 0,56 0,4 0,5

3.2. Testes de semicampo

Na Tabela 10 podem ser visualizas as médias por dia de coleta e a média geral
do nimero de larvas de A. sculpum recuperadas em Brachiaria durante o experimento,
além disso, observa-se a eficacia de cada um dos trés tratamentos, calculada em
relacdo ao grupo controle (agua). Pode-se observar que as menores médias nas trés
coletas foram obtidas com Vertimec®, que alcangou uma eficacia de 97%, ao contrario
do que foi observado em R. microplus. Os trés produtos avaliados sobre A. sculptum
demonstraram eficacias muito proximas, sem diferencga estatistica entre si na média
geral, em comparativo ao grupo controle. Ja para R. microplus, as menores médias
de larvas recuperadas nas gramineas foram obtidas com Plenoway Top®, que
alcancou a eficacia de 89,9% em Brachiaria, 97,9% em Tifton 85 e 88,8% no BRS
Zuri, respectivamente. Para as mesmas gramineas, Demand® obteve eficacia de

80,8%, 95,1% e 75,2%. Vertimec® obteve as maiores médias de contagem de larvas
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em relacdo aos trés produtos avaliados, apresentando eficacia de 40,7% em
Brachiaria, 56% em Tifton 85 e apenas 6,2% em BRS Zuri. As médias do niamero de
larvas recuperadas em cada graminea foram estatisticamente diferentes entre
Vertimec® e os demais produtos em Brachiaria e Tifton 85, e diferentes entre si no

Zuri.

Tabela 10: Médias de contagem de larvas, médias das trés coletas e erro padrao
(E.P.) de larvas de Amblyomma sculptum coletadas nos dias D4, D7 e D10 em
Brachiaria e de Ripicephalus microplus em Brachiaria, Tifton e Zuri, submetidas a
pulverizacao com os produtos Demand®, Plenoway Top® e Vertimec®, e eficacia (E%)
dos tratamentos em relacao ao controle.

Amblyomma sculptum

Brachiaria D4 D7 D10 Média E(%)
Demand® 302+225 as 15422 a8 19+31 a8 1124918 93,1
Plenoway Top®  161+225a8 7+22 a8 7+31 a8 584918 96,4
Vertimec® 531225 a8 9+22 aB 0+31as 214918 97,0
Controle 3410£225 aa 1038+22 ba 478131 ca 1642+91a
Rhipicephalus microplus
Brachiaria D4 D7 D10 Média E(%)
Demand® 4207+£1791an8 99+511n8 74+448 nc 1460+644c 80,8
Plenoway Top® 2120+1791as 150+511a8 52+448 ac 7741644 ¢ 89,8
Vertimec® 9293+1791aa  2520+511ba 1720+448 bs 45114644 8 40,7
Controle 13973+1791an 40674511 47931448 pa 76114644 a
Tifton 85 D4 D7 D10 Média E(%)
Demand® 93613113 a8 353+313 a8 351+367 aB 546,4+1233 ¢ 95,1
Plenoway Top® 544+3113 a8 86+313 aB 601367 aB 230,1+1233¢ 97,9
Vertimec® 14240+3113aa 3073138 75+367 cB 4874,2+12338 56,0
Controle 25880+3113an  3533+313pa  3800+367 ba 11071,0+1233*
Zuri D4 D7 D10 Média E(%)
Demand® 10271844 a8 731+311ac  167+131nucs 641+2918 75,2
Plenoway Top® 6621844 a8 187+311 1D 194131 cp 289+291°¢ 88,8
Vertimec® 6360+844 aa  1467+311lbas  427+131caB 2751+291A 6,2
Controle 40534844 an 25114311 aba 12062131 pa 259042914

Letras mindsculas distintas na linha (mesmo produto), e mailsculas na coluna (mesma
graminea), correspondem a diferenca significativa entre médias pelo Teste de Tukey (p<0,05).
Controle composto de agua.

Na Figura 8 podem ser observadas as curvas decrescentes da quantidade de
larvas de A. sculptum coletadas em Brachiaria nos trés tratamentos e no grupo
controle. Pode-se observar que o numero de larvas recuperadas, do D4 ao D10, foi

bem menor em relagéo ao grupo controle (Fig. 9), e relativamente semelhante entre
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os trés produtos. Ja para R. microplus utilizou-se a mesma escala no eixo Y a titulo
comparativo. Fica bem clara a diferenca entre os trés tratamentos na primeira coleta,
onde Plenoway Top® obteve maior eficacia expressa pelos menores nimeros de
larvas, seguido pelo Demand®. Estatisticamente ambos apresentaram perfis de
eficacia semelhante. O nimero de larvas coletadas de R. microplus reduz em relacéo
ao tempo, sendo que o grupo controle foi 0 que apresentou 0 maior nimero de larvas,
em todas as gramineas. Vertimec® apresentou a menor eficAcia, com curva de
contagem de larvas pouco menor que o grupo controle em Tifton e Brachiaria, e mais
alta do que o controle em BRS Zuri na avaliacdo do D4, porém caindo abaixo da
contagem do grupo controle a partir do D7. Nesse comparativo observa-se que Tifton
teve a maior quantidade de larvas, excedendo 25.000 individuos no D4 do
experimento. Brachiaria apresentou perfil mediano de contagem de larvas em
comparacao as outras gramineas avaliadas, apresentando pico de aproximadamente
15.000 individuos. Zuri foi a que apresentou as menores contagens de larvas, pouco
mais de 5000 individuos no D4.

Brachiaria
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Figura 8: Curva das médias de larvas de Amblyomma sculptum das trés coletas (dias
4, 7 e 10) realizadas em Brachiaria cv. Marandd, submetida a pulverizacdo com os
produtos Demand® Plenoway Top®, Vertimec® e controle agua.
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Figura 9: Curvas das médias de larvas de Ripicephalus microplus das trés coletas
(dias 4, 7 e 10) realizadas nas gramineas Brachiaria cv. Marandu, BRS Zuri e Tifton
85, submetidas a pulverizacdo com os produtos Demand® Plenoway Top®, Vertimec®
e controle agua.

3.3. Dados climaticos

Os dados climaticos obtidos em ambos 0s experimentos com as duas espécies
de carrapatos indicaram condi¢cdes de umidade e temperatura estaveis, e em niveis
favoraveis a sobrevivéncia dos ixodideos, tanto no macroclima quanto no microclima
(Tabelas 11 e 12). A temperatura média durante os experimentos girou em torno dos
22°C e umidade relativa entre 70% e 80%, condi¢cbes estas consideradas proximas
ao 6timo para a sobrevivéncia dos carrapatos, evidenciando assim a coeréncia dos
resultados obtidos e a confiabilidade dos dados que ndo sofreram interferéncias
climaticas ao longo dos experimentos. Também pode-se observar, em ambas as
tabelas, que os dados climaticos foram bem semelhantes entre as espécies de

gramineas e de carrapatos.

Tabela 11: Informacdes sobre os dados de macroclima durante o periodo
experimental do semicampo com Amblyomma sculptum e Ripicephalus microplus
(verdo 2021/2022): temperatura média, maxima e minima (TMed, TMax, TMin - °C),
umidade relativa (UR, %), precipitacdo (mm?3), vento (m/s), radiacdo solar (MJ.m-2) e
evapotranspiracao (Eto/mm).
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Semana TMed TMax TMin UR chuva vento radiacdo evap

Amblyomma sculptum
1 23,4 294 18,7 789 1,0 1,4 20,7 4,0

2 22,2 284 178 82,7 11,3 25 18,6 3,2

Médias 22,8 28,9 182 80,8 6,1 1,9 19,6 3,6
Ripicephalus microplus

1 21,3 30,8 141 770 39 3,5 25,3 4,2

2 22,8 31,3 136 685 7,3 2,1 24,0 4,3

Médias 22,0 31,0 139 728 5,6 2,8 24,6 4,2

Tabela 12: Dados referentes ao microclima das parcelas de forrageiras, préximo ao
solo, durante o periodo experimental do semicampo com Amblyomma sculptum e
Ripicephalus microplus (verdo 2021/2022): temperatura do solo (C°) e umidade do
solo (cm?® de agua/cm? de solo).

Temperatura solo Umidade solo
Semana Zuri Tyfton Brachiaria  Zuri Tyfton Brachiaria
Amblyomma sculptum
1 20,7 0,225
2 20,1 0,279
Médias 20,4 0,252
Ripicephalus microplus
1 19,1 19,1 19,1 0,265 0,284 0,285
2 20,3 20,3 20,3 0,249 0,208 0,232
Médias 19,7 19,7 19,7 0,3 0,2 0,3

3.4. Teste de toxicidade com Caenorhabditis elegans

Os resultados obtidos nos ensaios podem ser visualizados nas Figuras 10 e
11. Observou-se que, em relacéo ao controle, que o Demand® néo reduziu a fertilidade
de C. elegans, mas que ocorreu algum impacto na recuperacao e no crescimento na
maioria das concentracdes avaliadas. Para o Plenoway Top® ndo houve impacto na
recuperacdo, mas diferencas estatisticas foram observadas, especialmente nas

maiores concentracoes, para a fertilidade e para o crescimento de C. elegans.
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Figura 10: Recuperacédo, fertiidade e crescimento de Caenorhabditis elegans
mediante diferentes concentracdes do Demand® no Teste de ecotoxicidade cronica.
Asterisco = diferenca estatistica.
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Figura 11: Recuperacao, fertiidade e crescimento de Caenorhabditis elegans
mediante diferentes concentracées do Plenoway Top® no Teste de ecotoxicidade
cronica. Asterisco = diferenca estatistica.

4. Discussao

Na regido Sudeste do Brasil as capivaras vivem tanto em areas rurais quanto
em areas urbanas, em estreito contato com animais domésticos e com o homem. Elas
sd0 muito suscetiveis as infestacdes por carrapatos, tendo ja relatos da presenca de
varias espécies do género Amblyomma e das espécies Dermacentor nitens e R.
microplus, sendo o ultimo o principal ectoparasita de bovinos (Nogueira e Cruz, 2007;

Krawczak et al, 2014). No Brasil, as espécies de carrapatos de maior importancia na
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transmissdo da FMB s&o A. sculptum, Amblyomma aureolatum (Pallas, 1772) e
Amblyomma ovale (Koch, 1844) A. sculptum é encontrado em abundancia na regido
Sudeste e Centro Oeste, mas também na Bahia, Parana e Santa Catarina, ja A.
aureolatum esté presente em regides de planalto especificas de S&o Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Regido Sul do Brasil (Oliveira, 2004). Apesar da importancia
da FMB em termos de saude publica e possibilidades de Obito, observa-se que
estudos de acaricidas que sejam eficazes sobre A. sculptum sao relativamente
escassos, bem como produtos comerciais para seu controle.

Os resultados do presente estudo indicaram eficacia sobre larvas in vitro
superior a 90% sobre A. sculptum para Butox® a partir de 0,0006 mg/mL, Colosso® a
partir de 0,0125 mg/mL, Triatox® a partir de 0,0012 mg/mL, Demand® a partir de
0,0039 mg/mL, Plenoway Top® a partir de 0,0015 mg/mL, Regent® a partir de 0,0025
mg/mL e Vertimec® a partir de 0,4 mg/mL, ndo havendo diferenca estatistica entre as
concentracfes superiores as mesmas. Ja para R. microplus, os resultados foram a
partir de 0,006 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,01
mg/mL e 0,25 mg/mL respectivamente. Portanto, de uma maneira geral, observa-se
que A. sculptum se mostrou mais susceptivel as diferentes classes quimicas, em
relacdo a R. microplus, demandando doses menores para alcancar 100% de
mortalidade das larvas. Isto pode ser explicado pela hipétese de que as populaces
de A. sculptum presentes na area experimental ndo sofreram alta presséo de selecéo
por tratamentos acaricidas, ocorrendo o oposto com a espécie R. microplus presentes
nos bovinos. Apenas uma pequena parte desta populacdo de A. sculptum se
encontrava nos bovinos e a maior parte era mantida nos bandos de capivaras, que
acessavam esporadicamente os bovinos. Também o fato de que A. sculptum so6
consegue completar um Unico ciclo de vida por ano impacta diretamente no grau de
susceptibilidade do parasita aos antiparasitarios, pois 0 processo de estabelecimento
da resisténcia ao longo das gera¢gfes demora mais, comparativamente a R. microplus,
que consegue completar até cinco gera¢cdes em um Unico ano.

Bittencourt et al. (1989) observaram que a flumetrina obteve eficacia in vitro
sobre larvas de A. sculptum (citado como A. cajennense) apresentando CLso = 0,85
pMg/mL e ClLoo = 2,7 pug/mL. A deltametrina atingiu as CLso = 2,2 ug/mL e CLoo = 6,2
pg/mL, alfametrina ClLso = 2,4 ug/mL e CL 90 = 23 pg/mL, e fenvalerato CLso = 7,5
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pg/mL e CLgoo = 80 pg/mL. As CLso e CLoo obtidas para Deltametrina no presente
estudo foram menores do que as de Bittencourt et al. (1989) e menores ainda do que
a dosagem da bula. Isso pode ser explicado pelo estaddio de vida dos carrapatos
avaliados, pois as larvas sdo mais sensiveis ao contato com 0s antiparasitarios,
justificando as menores doses eficazes obtidas em ambos estudos. Isto implica que,
para 0 sucesso do tratamento a campo de outros estadios de vida de A. sculptum,
sejam necessarios ajustes na concentracdo, pois as formas adultas apresentam
menor susceptibilidade aos principios ativos

Freitas et al. (2011), também em experimento in vitro sobre larvas de A.
sculptum (citado como A. cajennense), obtiveram para a deltametrina CLso = 0,03
pg/mL e CLoo = 0,2 pg/mL, permetrina com as CLso= 0,06 pg/mL e CLoo = 1,15 pg/mL,
a associacao de cipermetrina + butéxido de piperonila com CLso= 0,017 ug/mL e CLgo
= 0,81 pyg/mL e o amitraz com ClLso = 0,003 pyg/mL e CLoo = 3,6 pyg/mL. Em
comparacdo com o presente estudo, as CLs obtidas para a deltametrina foram
semelhantes e, para a associagao de cipermetrina + butdxido de piperonila, a CLso foi
menor e a CLoo foi maior do que as obtidas por Freitas et al. (2011). Também fica
evidente que ambas as CLs obtidas para amitraz ficaram abaixo das obtidas por
Freitas et al. (2011).

Borges et al. (2021) observaram que o grupo dos piretroides causou
mortalidade de 100% das larvas de A. sculptum a 0,625 ug/mL, 5 pg/mL e 20 pg/mL,
para flumetrina, deltametrina e cipermetrina respectivamente. Clorpirifos, coumafos e
fipronil causaram 100% de mortalidade das larvas a 500 pg/mL, 75 ug/mL e 60 ug/mL,
respectivamente. A ivermectina alcancou 100% de eficacia apenas na maior
concentracdo de 5500 ug/mL. As doses eficazes contra 100% das larvas de A.
sculptum no presente estudo foram maiores do que as obtidas por Borges et al. (2021)
para a deltametrina e a cipermetrina, enquanto as doses obtidas para fipronil e
abamectina foram menores.

Alonso-Diaz et al. (2013), fizeram estudos in vitro a fim de determinar o grau
de susceptibilidade de cepas de Amblyomma mixtum (Koch, 1844), no México frente
a acaricidas sintéticos, onde puderam observar altas taxas de resisténcia a

organofosforados e ao amitraz, e salientam a importancia da realizacdo de estudos
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in vitro para o monitoramento da resisténcia deste parasita e possiveis medidas de
controle.

Demand® e Plenoway Top® no semicampo sobre R. microplus indicaram
diminuicdo das populacbes de carrapatos presentes no ambiente com uma Unica
aplicacao dos produtos, ambos demonstrando eficacia acima de 75% em todas as
gramineas avaliadas. O numero de larvas mostrou-se decrescente ao passar dos
dias, conforme foi observado no D7 e D10, o que sugere que um protocolo de
aplicacdes mais espacgadas, com intervalos de aplicagdo de acordo com o ciclo e
presenca do parasita nos animais, possa suprimir o numero das populac¢des de vida
livre do carrapato a niveis bem baixos, diminuindo o uso de carrapaticidas nos animais
domésticos e possivelmente reduzindo os custos e gastos gerados pelo controle
deste parasita.

Brites-Neto et al (2017) avaliaram o produto Tenopa® (3% alfa-cipermetrina +
3% flufenoxuron) no controle das populagdes de A. sculptum e Amblyomma dubitatum
(Neumann, 1899), em uma area de ocorréncia de FMB na cidade de Americana, SP.
Foram avaliados os graus de infestacdo das areas por meio de armadilhas de CO:
nos dias 0, 22, 43 e 62 apds a aplicacédo do tratamento. A aplicacdo em 200 m? foi
realizada com pulverizador motorizado, na dosagem de 80 mL do produto diluido em
10 L de agua. Os autores observaram reducdes nos niveis de infestacdo do estagio
adulto nos dias 22 (33%), 43 (87%) e 62 (70%) e nos estagios imaturos de larvas e
ninfas nos dias 22 (54%), 43 (87%) e 62 (97%), em relacdo ao dia 0 e aos niveis de
infestacdo na area controle. Este estudo demonstrou o potencial de reducédo
significativa de popula¢des de carrapatos em ambiente de campo. O efeito persistiu
dois meses apds uma unica aplicacdo, indicando diminuicdo de risco de ocorréncia
da FMB na éarea. O intuito e os resultados obtidos no presente trabalho védo de
encontro aos resultados obtidos por Brites-Neto et al. (2017), visto que as altas taxas
de letalidade nos casos de FMB sé&o preocupantes, e faz-se extremamente necessaria
a validacgéao de protocolos e produtos a serem empregados no controle de A. sculptum
em areas antropizadas.

Embora as condi¢des de microclima ndo tenham variado entre as espécies de
gramineas utilizadas no presente estudo, observaram-se algumas diferencas na

contagem de larvas em relagdo as meédias. Tifton 85, que apresenta porte rasteiro,
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menor porte (cerca de 20 a 25 cm no experimento) e folhas e colmos curtos,
possibilitou maior acesso e adeséo das larvas ao pano durante a coleta, pois € uma
planta que se multiplica por estolées. Resultados intermediarios foram obtidos na
Brachiaria, onde o tipo de crescimento e estrutura da planta (aproximadamente 40 cm
no experimento), com folhas e colmos medianos, proporcionou maior superficie para
a dispersao das larvas, sendo coletadas apenas as larvas presentes no terco superior
da graminea. Zuri apresentou as menores contagens de larvas, fato este que pode
ser explicado pelo maior porte (cerca de 70 a 75 cm no experimento), 0 que aumenta
a disperséo das larvas pelas folhas e caules dificultando o acesso as mesmas durante
a coleta. Essas caracteristicas também favoreceram a sobrevivéncia das larvas,
promovendo maior protecdo ao parasita. Acredita-se que o grande volume de chuva
ocorrida na segunda semana do experimento com A. sculptum justifique o menor
namero de larvas recuperadas, em relacdo a R. microplus. Os dados referentes ao
microclima de cada forrageira mantiveram padrdes muito proximos entre sim,
favorecendo as condi¢fes de sobrevivéncia das larvas pelos niveis de temperatura e
umidade do solo terem se mantido proximos as condicbes Otimas para a
sobrevivéncia dos ixodideos.

Plenoway Top® foi o produto mais eficaz sobre R. microplus, cujo grupo
guimico essa espécie de ixoxideos ainda ndo havia sido exposta. Por outro lado,
Vertimec®, que havia sido o menos eficaz sobre R. microplus, apresentou a maior
eficacia sobre A. sculptum. Além disso, como essa espécie quase ndo € exposta aos
acaricidas na area experimental, se mostrou susceptivel ao Demand® e Plenoway
Top®. Estas observacGes podem direcionar os protocolos de aplicagdes, bem como
sugerir manejos das pastagens para obtencdo de melhores resultados no controle do
carrapato.

Em relacdo ao ensaio de ecotoxicidade, Demand® teve algum impacto na
recuperacdo e no crescimento de C. elegans, ocorrendo o0 mesmo para o Plenoway
Top® em relacdo a fertilidade e ao crescimento. Bradford et al. (2020) quando
estudaram o efeito de um inseticida a base de Imidacloprida, pertencente a familia
dos neonicotindides, também verificaram altera¢cdes no crescimento e fertilidade de C.
elegans, provavelmente devido ao estresse oxidativo nos organismos expostos. Os

dados aqui obtidos sinalizam que, apesar do Demand® e Plenoway Top® serem
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eficazes no controle de carrapatos A. sculptum e R. microplus no ambiente, séo
necessarios mais estudos que verifiquem o impacto da utilizacdo desses compostos
quimicos na fauna edafica, bem como a definicdo de doses que sejam eficazes para
0 controle de carrapatos e ao mesmo tempo seguras aos organismos nao-alvos.

Estudos que visem conhecer o fluxo das doencas nas populacdes de animais
silvestres e, assim, estabelecer métodos de controle nos animais domésticos, ou em
ambos, sdo essenciais (Bengis et al., 2002), assim como promover o controle
parasitario no ambiente (local onde se encontra o maior numero de formas imaturas
dos carrapatos) sdo abordagens complementares, mas de fundamental importancia
para o controle estratégico de parasitas e de doencas transmitidas por carrapatos,
conceito basico para o planejamento sanitario de rebanhos e de abordagens
fundamentadas no conceito de Satde Unica.

5. Conclusao

Os resultados obtidos para cada produto no TPL foram dose-dependentes,
demonstrando maior susceptibilidade de A. sculptum aos diferentes grupos quimicos,
com destaque para o Butox® e Regent®. No semicampo, as contagens médias de
larvas de A. sculptum foram semelhantes para Demand®, Plenoway Top® e
Vertimec®, todos com eficacia elevadas, enquanto que para R. microplus, Plenoway
Top® se destacou nas trés forrageiras avaliadas. As condigées de macro e microclima
pouco influenciaram na sobrevivéncia das larvas, visto que o experimento de
semicampo € de curto periodo, exceto pela acdo da chuva sobre A. sculptum. Os
resultados indicam que o controle de larvas de A. sculptum a campo em areas com
risco de FMB pode ser realizado pelos trés produtos avaliados, destacando-se
Plenoway Top® pela acdo concomitante sobre R. microplus. Apesar de terem
alcancado elevada eficacia, fazem-se necessarios mais estudos sobre os impactos
dos principios ativos no ambiente, organismos e periodo residual. A disponibilizagao
de novos antiparasitarios para uso no ambiente pode ser um ferramenta adjuvante na
prevencado e mitigacdo dos riscos da FMB para a populacao e trabalhadores rurais
em regides de ocorréncia da doenca. Desta forma, os conhecimentos gerados no

presente estudo, associados a epidemiologia de todos os agentes envolvidos, podem
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contribuir para a elaboracdo de estratégias de controle de A. sculptum, visto que as

alternativas ainda sao limitadas.
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Considerac0es finais

Devido a escassez de testes para avaliagéo do controle de larvas de carrapato
em nivel de campo, sistematizou-se uma metodologia, aqui denominada de

“semicampo”, para a avaliagao de produtos acaricidas quimicos bioldgicos ou de outra
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natureza, no controle de ixodideos de interesse na saude publica e na medicina
veterinaria de ruminantes. Foram estipuladas condi¢cdes de testes para diferentes
gramineas, espécies de carrapato, volume de aspersao, intervalos de contagens e
afericdes de macro e microclima. Espera-se que a mesma seja um modelo pratico a
ser seguido e adaptado de acordo com as necessidades e condi¢cdes experimentais.

Nossos resultados indicam que Amblyomma sculptum tem sido exposto aos
mesmos acaricidas que sdo utilizados nos tratamentos dos bovinos da area
experimental, porém em intensidade e frequéncia muito inferiores aos carrapatos dos
bovinos. Como consequéncia, observou-se que A. sculptum se mostrou mais
susceptivel as diferentes classes quimicas nos testes in vitro, quando comparado a
Ripicephalus (Boophilus) microplus.

Em relagdo ao experimento do semicampo, o numero de larvas mostrou-se
decrescente ao longo dos dias apdés uma Unica aplicacdo da solucdo teste, o que
sugere que um protocolo de aplicacbes mais espacadas, com intervalos de acordo
com o ciclo e presenca do parasita nos animais, possa suprimir o numero de larvas
de carrapato, diminuindo o uso de carrapaticidas nos animais domésticos e
possivelmente reduzindo os custos e gastos gerados pelo controle. A aplicacdo de
carrapaticidas no ambiente, especificamente nos locais de repouso dos hospedeiros
e de maior infestacdo do parasita, pode ser uma alternativa eficaz no manejo
integrado do controle de A. sculptum. Porém a definicdo de protocolos e frequéncias
de aplicagcéo necessita de ajustes finos e avaliagéo do risco ambiental antes de serem
implantadas.

Observou-se alguns efeitos sobre fertilidade, taxa de crescimento e
recuperacdo do Caenorhabditis elegans no ensaio de ecotoxicidade, o que indica a
necessidade de estudos mais aprofundados sobre o impacto de aplicagcbes de
antiparasitarios diretamente no campo a longo prazo.

A escassez de estudos in vitro e a campo que avaliem antiparasitarios no
controle de A. sculptum indica a relevancia dos resultados obtidos no presente
trabalho. Na interface entre animais silvestres e animais de producéo, a exposicéo de
ambos a diferentes ectoparasitas e aos agentes etiolégicos transmitidos pelos
mesmos (principalmente os de caracter zoonético) € uma realidade muito pouco

estudada no Brasil. Esse tema vem ganhando relevancia mundial, principalmente,
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pelos estudos em Satide Unica (One Health), que avaliam a interacdo entre a saide
animal, a saude publica e o meio ambiente. Portanto, o estudo das diferencas eco-
epidemioldgicas entre as regides é essencial para melhor compreensdo da doenca,
visando o aperfeicoamento das acdes de prevencao e precocidade no diagnostico.
Isso é fundamental, uma vez que na FMB a demora no diagndstico e no inicio do

tratamento contribui para a elevada letalidade da doenca.



