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ASPECTOS ECOLOGICOS, BIOLOGICOS E DE RESISTENCIA~DE
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) NA REGIAO DE
JABOTICABAL, SAO PAULO, BRASIL

RESUMO - Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) é o mais
importante ectoparasito da pecuaria brasileira, cujo controle exige conhecimentos
comportamentais de seu ciclo biolégico para melhor sucesso na atuacdo sobre e
fora do hospedeiro, combatendo-o em épocas do ano desfavoraveis ao mesmo. A
maioria das informacdes sobre sua biologia e ecologia foi originada em outros paises
ou entdo ha muito tempo. Baseado nas mudancas climaticas recentes e auséncia de
informacdes sobre ecologia e biologia deste ixodideo na regido, este estudo,
conduzido em bioma de Cerrado e clima tropical com estacédo seca (Aw), obteve tais
dados pela observacdo, ao longo de dois anos, dos fatores envolvidos nas suas
fases de vida parasitaria e ndo parasitaria, além de avaliar o comportamento desta
cepa quanto a evolucdo do perfil de resisténcia/susceptibilidade aos acaricidas.
Observando a fase de vida parasitaria deste carrapato, foi possivel perceber sua
adaptacdo as mudancas climaticas, com cinco gera¢des anuais registradas em dois
anos consecutivos pela primeira vez na literatura. Constatou-se que nado houve
correlagdes significativas entre seu ciclo parasitando bovinos e os niveis de chuva,
temperaturas ambiental e ao nivel do solo e umidade relativa do ar. J4 a fase de vida
livre foi influenciada pelos fatores climaticos, com correlacdo positiva entre
pluviosidade/pré-postura, correlacbes negativas entre temperatura/pré-postura,
incubacao e pré-ecloséo, entre umidade relativa do ar/incubacgédo e pré-eclosédo. Os
dados obtidos indicaram que o periodo de seca (outono e inverno) é mais favoravel
a manutencao do carrapato bovino no ambiente, além de albergar as maiores cargas
parasitarias nos hospedeiros. A dinamica populacional calculada reforca a
adaptacdo deste ixodideo as mudancas climéticas, culminando na existéncia de
5,212 geracdes anuais mesmo em condicdes climaticas e ambientais distintas,
oscilando entre 2,6 e 8,3 geracdes/ano. Considerando estes dados, foi proposta uma
metodologia de controle estratégico especifica, tratando 0os animais entre a segunda
metade da primavera e a primeira metade do verdo (outubro a fevereiro). Estes
tratamentos na estagdo chuvosa levariam a populagbes menores na estagéo seca,
reduzindo também o “spring rise”. A andlise da eficacia de diferentes compostos
guimicos por meio do Teste de Pacote de Larvas gerou resultados contraditorios,
com alta eficacia registrada para piretréides e organofosforados, e oscilacbes na
eficacia do amitraz. Estes valores levantaram questionamentos sobre a
aplicabilidade desta técnica no monitoramento da resisténcia. Futuros estudos
devem ser propostos, analisando a real eficacia dos Testes de Pacote de Larvas,
confrontando diferentes metodologias in vivo e in vitro; comparando a dinamica
populacional deste ixodideo em diferentes pastagens, formas de manejo, taxas de
lotacdo, altitudes e biomas; atestando a eficacia da metodologia de controle
estratégico proposta e, principalmente, confirmando a possibilidade de observarem-
se mais de oito gerac¢des de R. microplus por ano em condi¢des climaticas ideais.

Palavras chave: Ciclo de vida livre, Controle, Ecologia, Fase parasitaria,
Carrapato bovino, Susceptibilidade.



ECOLOGICAL, BIOLOGICAL AND RESISTANCE ASPECTS OF Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) IN THE REGION OF JABOTICABAL,
STATE OF SAO PAULO, BRAZIL

ABSTRACT - Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) is the
main ectoparasite in Brazilian cattle industry, and its control demands behavioral
knowledge of its biologic cycle, for increased success in actions over and out of the
hosts, with treatments in periods of the year less favorable to this tick. Most of the
information about its biology and ecology was originated in other countries or a long
time ago. Based in recent climate changes and absence of ecologic and biologic data
on this region, the present study, conducted in the Brazilian “Cerrado” biome and
tropical savanna climate (Aw), obtained such data through the observation, during
two consecutive years, of factors involved on parasitic and free living phases of its
cycle, also evaluating the behavior of this strain regarding evolution of its
resistance/susceptibility profile against acaricides. Observing the parasitic phase of
the Southern Cattle Tick, it was possible to detect adaptations of this ixodid to climate
changes, with five annual generations in two consecutive years being registered for
the first time in literature, without significant correlations between its period
parasitizing bovines and rain levels, environmental and soil level temperatures and
relative air humidity. The free living period of its cycle was affected by climatic
variables, with positive correlation between rainfall and the period before oviposition,
and negative correlations between temperatures and the period before oviposition,
egg incubation and period before hatching, and between relative air humidity and egg
incubation and the period before larval hatching. Obtained data indicate that the dry
season (autumn and winter) is more favorable for maintenance of the Southern Cattle
Tick on the environment, as well as presenting highest parasitic burdens in hosts.
Population dynamics calculated reinforces the adaptations of such ixodid to climate
changes, leading to the existence of 5.212 yearly generations even in distinct climatic
and environmental conditions, varying between 2.6 and 8.3 generations per year.
Considering such data, a specific strategic control methodology was proposed,
treating animals between the second half of spring and the first half of summer
(October to February). Such treatments in rainy seasons would lead to smaller
populations on the dry season, also reducing the “spring rise”. Analysis of efficacy of
different chemical compounds using the Larval Packet Test generated contrasting
results, with high efficacy indexes registered for pyrethroids and organophosphates,
with variations in amitraz efficiency. Such values lead to a questioning of the
applicability of such technique in monitoring resistance. Future studies must be
proposed, analyzing the real efficacy of Larval Packet Tests, confronting different in
vivo and in vitro methodologies; comparing population dynamics of such ixodid in
different pastures, husbandry methods, stocking rates, altitudes and biomes;
confirming the efficacy of the proposed strategic control method and, above all,
confirming the possibility of observing more than eight R. microplus yearly
generations in ideal climatic conditions.

Keywords: Control, Ecology, Free living cycle, Parasitic phase, Southern
Cattle Tick, Susceptibility



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéo

O Brasil possui o segundo maior rebanho bovino do mundo, com populagao
estimada em 224,846 milhdes de animais, se mantendo até 2015 como o segundo
maior abatedor mundial de bovinos, com mais de 38 milh6es de cabecas, abaixo da
China. O pais ocupa esta mesma posicdo no ranking de maiores produtores
mundiais de carne bovina, superado pelos Estados Unidos. Também figura como o
sexto maior produtor mundial de leite. Apesar da constante oscilacdo, o estado de
Sdo Paulo continua apresentando um percentual relevante deste rebanho, com
cerca de 6,5 milhdes de animais (ANUALPEC, 2016).

Considerando a relevancia socioeconémica do complexo pecuario no pais, é
essencial salientar que a producdo animal em geral se sustenta sobre trés pilares
basicos: genética, nutricdo e sanidade. Dentro do contexto da sanidade animal, o
enfoque no parasitismo tem merecido crescente atengdo, na busca de novas
alternativas para o seu combate efetivo (GEARY & THOMPSON, 2003).

Apesar da preocupacdo com o controle parasitario, as industrias
farmacéuticas tém investido cada vez menos em novas alternativas, focando seus
esforcos na reutilizacdo de principios ativos por meio de associacdes ou maiores
concentragbes. O custo crescente para se desenvolverem novas drogas e a
diminuicdo da vida util dos farmacos tém desestimulado a procura de bases
quimicas com mecanismos diferenciados de acao (SIQUEIRA et al., 2016).

Os carrapatos sao ectoparasitos importantes para a saude publica e
sanidade animal, primeiramente pela transmissao de agentes infecciosos, incluindo
bactérias, protozoarios e diversos virus (principalmente das familias Bunyaviridae,
Flaviviridae e Reoviridae), mas também por causarem injarias diretas a seus
hospedeiros por meio da hematofagia (TREES, 1999; BLAGBURN & DRYDEN,
2009; ANDREOTTI, 2010; BANETH, 2014; LANI et al., 2014).

Dentre estes acaros se destaca o carrapato bovino, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, que gera prejuizos anuais estimados em pelo menos 3,24

bilhbes de ddlares apenas no Brasil (GRISI et al., 2014).



Altas cargas deste ectoparasito apresentam relacdo direta com diminui¢cdo
do ganho, ou mesmo perda, de peso pelos animais parasitados, com intensidade
dependente da raca e, consequentemente, susceptibilidade dos bovinos em questéo
(BRIZUELA et al., 1996).

Isto se agrava devido as condi¢cbes climéaticas favoraveis existentes no
Brasil. Por conta deste ambiente propicio, as doencas parasitarias, principalmente
aguelas que envolvem este ixodideo, acabam se tornando endémicas, exigindo
atencado especial no manejo sanitario dos rebanhos (MARTINS, 2006).

O impacto dos carrapatos como vetores se agrava ainda pelo fato de grande
parte dos agentes transmitidos por estes artropodes serem causadores ndo somente
de doencas animais, mas também de zoonoses relevantes; pelo constante aumento
na prevaléncia, em diversos paises, de infeccbes originadas por carrapatos nos
altimos anos; e pelo surgimento constante de novos patdgenos transmitidos pelos
mesmos (BANETH, 2014).

O conhecimento da ecologia e biologia do carrapato bovino se torna cada
vez mais importante, pois permite definir os pontos vulneraveis de seu ciclo de vida e
estabelecer estratégias adequadas de controle. Tal conhecimento é hoje fator
indispensavel, tendo em vista a relevancia do controle de ixodideos para a saude
publica e as dificuldades atuais de se atingir este objetivo.

Somam-se a estes aspectos as severas e constantes mudancas climaticas
observadas, com graduais modificacdes de diversos ecossistemas. Este panorama
amplia a necessidade de maiores estudos com foco no ciclo biolégico de quaisquer
parasitos, tornando-se cada vez mais essencial o desenvolvimento de novas
pesquisas em busca de dados atualizados e concretos, especificos de cada regiao,
bioma, ambiente, clima, cepa ou populacao.

Porém, apenas 0s conhecimentos sobre sua ecologia e biologia ndo sao
suficientes. Além disso, é de extrema relevancia o conhecimento do perfil de
sensibilidade das mais variadas cepas de R. microplus, sendo a disseminacao da
resisténcia a maior problematica encontrada atualmente no seu combate. Este
fendbmeno evolui rapidamente, oscilando de forma expressiva entre regides, ou
mesmo propriedades, diferentes. Pesquisas buscando a determinacao pontual deste

perfil sdo essenciais para que se atinja um efetivo controle acaricida.



Na busca por suprir esta caréncia de informacgfes especificas, fazem-se
necessarios estudos que avaliem de forma ampla todos os fatores previamente
descritos, sejam relacionados a ecologia, biologia ou ao fendmeno da resisténcia, de
forma concomitante.

Mais especificamente, € premente conhecer a ecologia e biologia de R.
microplus, tanto na fase de vida livre (nas pastagens) como na fase parasitaria (em
bovinos), investigando de forma concreta os dados frente as mudancas climéaticas e
ambientais presenciadas. Pesquisas que reunam informacdes sobre o perfil de
susceptibilidade ou resisténcia de variadas cepas frente aos quimioterapicos mais

utilizados no mercado também devem ser constantemente buscadas.

2. Revisao de Literatura

2.1. Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)

Existem mais de 900 espécies de carrapatos descritas, todas agrupadas na
ordem Ixodida (Metastigmata), que se divide em trés familias. A familia Ixodidae, os
“carrapatos duros”, engloba pelo menos 722 espécies, enquanto a familia Argasidae,
os “carrapatos moles”, apresenta mais de 208 espécies. A terceira familia,
Nuttalliellidae, € representada por uma Unica espécie, Nuttalliella namaqua,
possuindo caracteristicas comuns entre ixodideos e argasideos (NAVA et al., 2017).

Os géneros reconhecidos atualmente para a familia Ixodidae sdao:
Amblyomma, Anomalohimalaya, Bothriocroton, Cosmiomma, Dermacentor,
Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes, Margaropus, Nosomma, Rhipicentor e
Rhipicephalus, além dos géneros extintos Cornupalpatum e Compluriscutula
(GUGLIELMONE et al., 2010; GUGLIELMONE et al., 2013).

A Regido Neotropical esta representada por pelo menos 117 espécies de
ixodideos pertencentes aos géneros Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis,
Ixodes e Rhipicephalus, sendo que este Ultimo apresenta mais de 80 espécies
reconhecidas, das quais algumas das mais economicamente relevantes estao
representadas nesta regidao: R. microplus e o complexo Rhipicephalus sanguineus
(WALL & SHEARER, 2001; HORAK et al., 2002; BLAGBURN & DRYDEN, 2009).



No Brasil, a fauna ixodidica € composta por 70 espécies, que se distribuem
em nove géneros: Ornithododoros, Antricola, Argas, Nothoaspis, Amblyomma,
Ixodes, Haemaphysalis, Rhipicephalus e Dermacentor (MARTINS et al.,, 2013;
KRAWCZAK et al., 2015; LABRUNA et al., 2016; WOLF et al., 2016).

Dentre os ixodideos presentes no Brasil, destaca-se o carrapato bovino, R.
microplus. Esta espécie, inicialmente denominada Haemophysalis micropla
(CANESTRINI, 1888), é distribuida nos paises do hemisfério sul, ocorrendo também
no hemisfério norte, predominantemente nas zonas tropicais. E considerado um dos
ectoparasitas de bovinos mais preocupantes da Africa em geral, Austrdlia e da
Ameérica Latina, com grande relevancia como vetor de Babesia bigemina, Babesia
bovis, Anaplasma marginale e Borrelia theileri na América do Sul e Central (TAYLOR
et al., 2007; PEREIRA et al., 2008; CATTO et al., 2010; ESTRADA-PENA, 2015).

2.2. Reclassificacéo da espécie

Recentemente, ocorreu grande progresso na compreensdo da filogenia e
evolucdo dos carrapatos, principalmente ixodideos, com mudancas constantes de
classificacdo e nomenclatura (BARKER & MURRELL, 2004).

Em 2009, Labruna et al. utilizaram a avaliagcado da performance reprodutiva e
técnicas moleculares para caracterizar grupos do carrapato bovino da Australia,
Asia, Africa e Américas. Seus resultados indicaram a existéncia de ao menos duas
espécies distintas compartilhando o nome R. microplus. Pesquisas foram conduzidas
baseando-se em evidéncias taxondmicas, reclassificando os carrapatos da Australia,
Indonésia, Nova Caleddnia, Bornéu, Sumatra, Java, Nova Guiné, Camboja e Taiti
como Rhipicephalus (Boophilus) australis, diferenciando definitivamente esta
espécie, redescrevendo estagios adultos e larvais (ESTRADA-PENA et al., 2012).

Estudos recentes continuam focando na caracterizacdo molecular deste
ixodideo, trazendo novas informacdes sobre a diversidade criptica e conjuntos
genéticos distintos em todo o mundo. Em 2015, pesquisadores da Malasia
propuseram que o complexo destes carrapatos € composto por pelo menos cinco
taxons, sendo que alguns, como R. microplus e R. australis, coexistem em

determinados paises asiaticos (LOW et al., 2015).



Outro estudo atual, avaliando a caracterizagdo molecular deste carrapato no
Brasil por meio de analise dos genes COX-| e ITS-2 de carrapatos originados de 22
estados diferentes, demonstrou diversidade haplotipica dentro do territério nacional.
Foram identificados dez haplétipos distintos, com o grupo H-2 se distribuindo nas
regibes Norte, Centro-Oeste, Sul e Sudeste do pais (incluindo carrapatos dos
estados de S&o Paulo e Minas Gerais). O haplotipo H-3, com carrapatos de
Rondénia e da Paraiba, formou um clado distinto dos demais na arvore filogenética
Bayesiana, indicando a existéncia de ao menos duas populacdes geneticamente
distintas. O haplétipo H-2 indica que a populacédo de carrapatos R. microplus pode
estar sofrendo estruturacdo populacional, se dividindo em pelo menos duas
populacdes, conforme apresentado pela andlise molecular em rede e pela arvore
filogenética com o gene COX-1 (CSORDAS et al., 2016).

Dados de campo de diferentes regibes ainda sdo necessarios para
esclarecer a atual distribuicdo destes grupos, assim como a evolucdo de R.
microplus e R. australis. Adicionalmente, as constantes mudancas climaticas podem
modificar ainda mais a distribuicdo destes parasitos (ALl et al.,, 2016). Torna-se,
assim, premente a necessidade de pesquisas sobre biologia e epidemiologia de R.
microplus nos seus diversos habitats. Mesmo com vasta literatura sobre sua
dindmica populacional, seu comportamento estara sempre sendo influenciado pelas
condicbes ambientais, assim como do hospedeiro, em determinadas condi¢cfes e
areas especificas, deixando clara a necessidade de novos e constantes esfor¢os
direcionados ao tema (LABRUNA & VERISSIMO, 2001).

2.3. Aspectos ecologicos

A maior parte dos conhecimentos significativos sobre a ecologia deste
ixodideo que estd atualmente disponivel foi gerada em estudos e pesquisas
conduzidos na Australia. Somente mais tarde estas informacdes foram extrapoladas
para paises da América e Africa (MAGALHAES & LIMA, 1992;: NAVA et al., 2013).
Com a certeza de se tratarem de espécies diferentes, amplia-se a necessidade da
busca por informacdes relacionadas a influéncia dos aspectos ecoldgicos sobre o
ciclo de vida de cada espécie (ESTRADA-PENA et al., 2012).



Devido as condi¢des climaticas favoraveis existentes no Brasil, as doencas
parasitarias, principalmente aquelas que envolvem este ixodideo, acabam se
tornando endémicas, exigindo atencédo especial no manejo sanitario dos rebanhos
(MARTINS, 2006). Dentre as variaveis climéaticas, as que apresentam mais
significativa influéncia na fase de vida ndo parasitaria dos carrapatos sao aquelas
relacionadas ao proprio ambiente, tais como a vegetacao, altitude, topografia e,
principalmente, concernentes aos fatores climaticos, em especial a temperatura,
indices pluviométricos e umidade do ar (PFAFFLE et al., 2013).

Apesar de diversos trabalhos focando nos carrapatos e nas doencas
transmitidas por eles, o dinamismo deste sistema significa que novos fatores estédo
constantemente modificando a epidemiologia em areas especificas, com mudancas
no habitat gerando impacto significativo na dinamica da ecologia dos carrapatos e
patdgenos que eles transmitem (NAVA et al., 2013).

Vale tressaltar que a fase do ciclo de R. microplus desenvolvida no ambiente
€ de extrema relevancia. Portanto, caracteristicas espaciais Unicas de cada
ambiente ou local assumem papel essencial na determinacdo dos padrbes de
disperséo e crescimento populacional do parasito (TEEL et al.,1996).

Os principais fatores ambientais que influenciam na distribuicdo e
abundéancia de carrapatos sdo aqueles relacionados ao microclima, clima e habitat.
Diferentes espécies de ixodideos apresentam tolerancia a variacfes limitadas na
temperatura e umidade para que consigam se desenvolver e sobreviver. Umidades
baixas por longos periodos geralmente levam a morte por dessecacao, ja que estes
nao conseguem se reidratar adequadamente. Altas temperaturas e umidade véao
interferir negativamente no desenvolvimento interestadial, impedindo a ecloséo
adequada das larvas e aumentando sua mortalidade. A temperatura ao nivel do solo
interfere diretamente na evaporacdo, afetando a capacidade de reidratagédo e
consequente sobrevivéncia dos carrapatos (PFAFFLE et al., 2013).

Cada alteracdo nestas variaveis, por fendmenos naturais ou intervencéo
direta do homem, muda o balanco ecoldgico e o contexto no qual cada hospedeiro,
vetor ou parasito se reproduz e desenvolve. Mais aprofundadas pesquisas sobre a
biologia e ecologia, baseadas nas mudancas climéticas e ambientais, se tornam
necessarias para prever seu impacto no ciclo dos parasitos (PATZ et al., 2000).



2.4. Impacto das mudancgas climéticas e ambientais

As severas e constantes mudancas climaticas observadas, com graduais
modificacdes de diversos ecossistemas, reforcam a relevancia do conhecimento da
biologia e ecologia dos parasitos (PFAFFLE et al., 2013). Este tema tem recebido
interesse crescente da comunidade cientifica, buscando conhecimento de seus
impactos na epidemiologia de doencas parasitarias e infecciosas (BETT et al., 2017).

Os artropodes em geral apresentam sensibilidade intrinseca as variaveis de
clima e ambiente, sendo possivelmente mais impactados por este cenario (OGDEN
& LINDSAY, 2016). No caso dos carrapatos, que passam a maior parte de seu ciclo
no ambiente, sua biologia e ecologia sé&o diretamente dependentes de uma
complexa combinacéo de variaveis (ESTRADA-PENA, 2015).

Diversas alteracdes ambientais tém impacto significativo nas doencas
parasitarias, tais como desmatamento, formacao de pastagens em areas de floresta,
alteracdes nos cursos de agua, formacdes de represas e lagos, assentamentos
humanos, construcdo de estradas, presenca e competéncia de vetores, assim como
sua orientagdo antropofilica, fendbmenos climéaticos extremos (por exemplo, o El
Nifio) e caracteristicas do microclima ou macroclima, em especial temperatura e
pluviosidade (PATZ et al., 2000).

Muitos estudos tém buscado o desenvolvimento de modelos para prever
como as futuras mudancas ambientais e climaticas vao afetar fatores criticos das
relacbes entre carrapatos, seus hospedeiros e os patdégenos que transmitem. No
entanto, a maioria destes modelos apenas correlaciona a ocorréncia do carrapato
com o clima e/ou ambiente, na busca por prever futuras ocorréncias geograficas,
sem considerar mais variaveis ambientais envolvidas no processo. Tais modelos ndo
sdo capazes de prever por completo como o panorama dos carrapatos pode ser
alterado frente as tendéncias de mudancas climaticas (CARVALHO et al., 2017).

Existe uma tendéncia, quando se avaliam os impactos das mudancas
climaticas e ambientais sobre os parasitos, de que as hip6teses sejam relegadas a
um status de baixa significancia quando néo fornecem indicacdo imediata de sua
relevancia (PFAFFLE et al., 2013).



Ainda assim, estes modelos tém gerado resultados significantes,
principalmente em areas de maior latitude, onde o impacto das mudancas climaticas
tende a ser mais severo. Exemplos de suas aplicacdes séo as projecdes para prever
a expansdo de ocorréncia da doenca de Lyme no Canadd, causada pelo aumento
das temperaturas globais e, consequentemente, das &reas propicias para o0
desenvolvimento de seu principal vetor, Ixodes scapularis (OGDEN et al., 2006),
assim como estimativas do periodo anual de ocorréncia desta doenca nos Estados
Unidos, ampliando as épocas onde as condicdes ambientais sdo ideais para a
transmissao de Borrelia burgdorferi (MONAGHAN et al., 2016).

E essencial que pesquisas nos mais diversos niveis sejam desenvolvidas,
buscando melhor entendimento do impacto das mudancas climéaticas e ambientais
sobre os parasitos e sobre as doencas que eles transmitem (PATZ et al., 2000).
Amplia-se a necessidade de maiores estudos e de novas pesquisas em busca de
dados atualizados e concretos, especificos de cada regido, bioma, ambiente, clima,
cepa ou populacao, ja que variacdes regionais destas condi¢cdes vao gerar respostas
diferentes de cada parasito (ESTRADA-PENA, 2008).

2.5. Controle

O controle de R. microplus baseia-se, principalmente, no uso de farmacos
aplicados de forma tdpica, com a pulverizagdo, imersao, “pour on”, brincos
impregnados ou aspersdo sendo as principais vias, e parenteral,
predominantemente pela via subcutanea (TAYLOR et al., 2007; ANDREOTTI, 2010).

No entanto, de acordo com Pereira et al. (2008), para o efetivo controle
deste ixodideo € necessario sempre levar em conta que apenas 5% dos individuos
se encontram no animal, enquanto os 95% restantes da populacéo parasitaria estdo
presentes no ambiente, na fase denominada de vida livre ou ndo parasitaria.

Mesmo antes da disseminacdo de resisténcia aos acaricidas, o0
conhecimento da biologia do carrapato bovino, buscando seu controle estratégico
(CURTICE, 1892), e 0 uso de técnicas ndo quimicas, como a rotacao de pastagens
ou suplementagdo mineral dos bovinos (FRANCIS, 1892; HUNTER & HOOKER,

1907) ja eram recomendados como auxiliares no controle.



A selecdo do farmaco mais adequado a ser empregado também e de grande
relevancia. O ideal é selecionar um acaricida que seja capaz de aniquilar todos os
parasitos em quaisquer estadios de seu ciclo, agir de forma rapida, possuir baixa
toxicidade ao hospedeiro, ser compativel com diversas bases e veiculos a serem
utilizados para sua administracdo, gerar 0 minimo residuo possivel no meio
ambiente e ser economicamente viavel (BRANDER & PUGH, 1977).

Os farmacos para controle dos ectoparasitos em geral contém um espectro
limitado de elementos quimicos: carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio e enxofre.
Os primeiros produtos utilizados com essa finalidade foram, na maioria das vezes,
frutos de tentativas e erros com pesticidas agricolas, sendo geralmente altamente
toxicos e derivados principalmente de arsénico, mercurio, petréleo ou nicotina
(FRANCIS, 1892; WALL & SHEARER, 2001).

Continuam existindo grandes desvantagens no uso indiscriminado de
acaricidas, tais como o desenvolvimento de resisténcia, poluicdo ambiental,
toxicidade natural e acumulo de residuos nos produtos provenientes de animais
medicados, como carne, leite e derivados, couro e |1a (DE CASTRO, 1997; CATTO et
al., 2010). A preocupacdo com os residuos de medicamentos, principalmente na
carne e leite produzidos no pais, tem aumentado gradativamente, ao ponto de serem
instituidas medidas extremas, como o temporario banimento das lactonas
macrociclicas de longa a¢do do mercado (MAPA, 2014).

Foi efetivamente a partir da década de 80 que o estudo aprofundado da
biologia do carrapato bovino se tornou uma ferramenta essencial em seu controle,
principalmente através da criagdo de esquemas estratégicos de tratamento,
realizados nos momentos mais desfavoraveis de seu ciclo biol6gico (FURLONG et
al., 2002). Infelizmente, as alternativas disponiveis dificilmente sdo capazes de
substituir por completo a utilizagdo dos compostos quimicos (FAO, 2003).

Desta forma, os quimioterapicos seguem como as principais ferramentas
disponiveis para o controle de carrapatos (ANDREOTTI, 2010). N&o obstante, o0 uso
incorreto por parte da maioria dos produtores tem feito com que a resisténcia de R.
microplus aos mesmos venha sendo comumente diagnosticada em um crescente

namero de paises, dentre 0s quais se destaca o Brasil (KLAFKE et al., 2006).



10

2.6. Controle estratégico

O sucesso na eliminacdo das populacdes de carrapatos requer uma
estratégia de controle integrada, com métodos quimicos, focados no controle da fase
parasitaria, e manejo ambiental, com diminuicdo da maior parte da populacdo de
ixodideos que ndo estd parasitando os bovinos (fase de vida livre). Para tanto, é
essencial o conhecimento da biologia e ecologia deste ixodideo, principalmente de
suas relacdes com as variacbes do meio ambiente, sua din@mica populacional e
seus padrdes de sazonalidade (ANDREOTTI et al., 2016).

O controle estratégico se baseia no conhecimento destas variaveis para
utilizar os farmacos de forma planejada, buscando maior éxito no controle de R.
microplus ao escolher os principios ativos mais eficientes frente a cepa em questao,
fazer sua aplicacdo de forma correta, seguindo as doses recomendadas e as
técnicas adequadas para cada via de aplicacdo, no periodo do ano correto para
atingir maiores indices de eficacia contra este ixodideo (GARCIA et al., 2016).

Historicamente no Brasil, o padrdo mais recomendado € o sistema
estratégico convencional, aplicando uma série de cinco ou seis banhos/tratamentos
com carrapaticidas em periodos definidos como desfavoraveis para que o0s
carrapatos se desenvolvam no ambiente, atuando sobre geracdes de
desenvolvimento mais rapido e menores populacdes (FURLONG & PRATA, 2013;
ANDREOTTI et al., 2016; GARCIA et al., 2016).

O controle estratégico deve ser regionalizado, considerando a dinamica
populacional do parasito alvo em cada localidade especifica, baseando-se nas
condicdes climéticas e ambientais que vao interferir em seu ciclo. Apesar disso, a
maioria dos programas recomendados no territorio nacional se concentra no periodo
de maiores temperaturas e umidade relativa. Neste periodo, que engloba primavera
e verdo, as geracdes do carrapato se completam de forma mais rapida, sendo este o
principal momento para inicio do controle estratégico de acordo com diversos
trabalhos (FURLONG et al., 2003; CHIEBAO et al., 2006; FURLONG & SALES,
2007; PEREIRA et al., 2008; FURLONG & PRATA, 2013; ANDREOTTI et al., 2016;
GARCIA et al., 2016).
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2.7. Resisténcia do carrapato bovino

O fendbmeno da resisténcia é definido como a selecdo da habilidade de
determinado organismo em tolerar doses de um composto quimico especifico que
seriam efetivamente letais para a maioria dos individuos normais (susceptiveis)
daquela mesma espécie ou populacédo (SCOTT, 1995; FAO, 2004).

Seu surgimento € baseado em alteracdes genéticas de alguns parasitos,
principalmente aquelas responsaveis por modificar o sitio de acéo do quimioterapico,
aumentar o metabolismo ou o sequestro do farmaco, ou ainda reduzir a capacidade
deste principio ativo de penetrar através das camadas protetoras do exoesqueleto
(GUERRERO et al., 2012). De forma mais simples, para os produtores em geral, a
resisténcia traduz-se como a perda total ou parcial de eficacia de um determinado
produto disponivel no mercado (NARI, 2005).

A resisténcia tem avancando progressivamente sobre os mais modernos
grupos quimicos disponiveis, sendo extensivamente documentada para o R.
microplus (FAO, 2003; DAVEY et al., 2006). A disseminacado indiscriminada deste
fendmeno assume importancia ainda maior quando se leva em conta que o controle
de carrapatos também objetiva o controle das doencas transmitidas pelos mesmos
(LONDERSHAUSEN, 1996; SANGSTER, 2001).

Esse fendmeno € conhecido h&a pelo menos sete décadas (PEREIRA et al.,
2008), com os primeiros relatos no Brasil sendo registrados contra o arsénio, no ano
de 1953. Com o passar dos anos, foi gradativamente confirmada resisténcia contra
as principais classes de carrapaticidas: organoclorados, organofosforados, piretrinas,
piretroides sintéticos, amidinicos e lactonas macrociclicas (avermectinas e
milbemicinas), além do fipronil e fluazuron (CATTO et al., 2010; GUERRERO et al.,
2012, RECK et al., 2014).

No Brasil, que ndo possui politicas publicas especificas para o controle e
venda de produtos antiparasitarios, a propagacdo de populacdes de carrapatos
resistentes se encontra disseminada em todo o territério nacional (GARCIA et al.,
2016). Em diversos estados, principalmente das regides Sul e Sudeste do pais, sédo
amplamente diagnosticadas ocorréncias de populacdes resistentes a até oito classes
de acaricidas e suas associacoes (HIGA et al., 2015).
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Desde a década de 60, pesquisas tém sido direcionadas a busca de
métodos alternativos para combater o0s ectoparasitos, visando uma menor
dependéncia do uso de compostos quimicos (NOLAN, 1985). Em sua maioria, as
estratégias desenvolvidas se mostraram eficazes, praticas e economicamente
vidveis, porém incapazes de prevenir e controlar o fenbmeno da resisténcia aos
antiparasitarios (SCHILLHORN VAN VEEN, 1997).

A resisténcia de R. microplus existe em praticamente todas as regides do
planeta onde é realizado seu controle quimico. E derivada da habilidade da
populacdo destes ixodideos em buscar alternativas de sobrevivéncia no ambiente
(ANDREOTTI, 2010). Por ser um carrapato monoxeno, o desenvolvimento da
resisténcia nesta espécie ocorre de forma mais rapida do que nos demais ixodideos,
pois suas geragOes mais curtas e a maior exposicdo das formas imaturas aos

compostos quimicos levam a uma maior pressao de selecdo (SABATINI, 2001).

2.8. Diagnéstico da resisténcia do carrapato bovino

Detectar de forma rapida e definitiva a resisténcia aos carrapaticidas €
essencial, pois contribui na escolha das bases quimicas que vao ser mais bem
empregadas em uma determinada populacdo antes que este fendmeno se
dissemine de forma indiscriminada (ANDREOTTI, 2010).

E primordial que se identifique de forma precoce o problema, buscando
elaborar estratégias alternativas ou adicionais visando o controle da resisténcia,
prevencdo de sua emergéncia e a disseminacdo de parasitos resistentes, além da
diminuicdo de despesas (KLAFKE, 2011). No entanto, tal diagnostico enfrenta
empecilhos, principalmente pela falta de provas e testes padronizados, 0 que torna
invidvel a manutencdo de um programa de monitoramento em larga escala, ao nivel
regional ou mundial (NARI, 2005).

De acordo com a FAO (2004), para que um teste seja considerado ideal para
a deteccado da resisténcia, deve ser capaz de identificar o problema em um estagio
inicial e, no caso de testes in vitro, fornecer esse diagnostico antes que o problema
adquira impacto consideravel no campo. Além disso, deve ser de facil realizacdo e

baixo custo, permitindo também novas reproducdes dos resultados.
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O diagnéstico da resisténcia € geralmente mensurado pela comparacdo da
eficacia do produto em questdo sobre uma cepa sensivel, em relacdo a cepa
suspeita. Para que o diagndstico seja feito de forma mais pratica e eficaz, é sugerido
que uma dose discriminatoria seja determinada para cada principio ativo.

Os bioensaios in vitro sdo os mais comumente utilizados na literatura
internacional para a deteccdo da resisténcia. Estes testes e metodologias se
baseiam nas etapas da fase de vida ndo parasitaria, ou vida livre, do carrapato,
principalmente larvas ou fémeas totalmente ingurgitadas (teledginas). Tais técnicas
tém se mostrado altamente eficazes para o diagndéstico precoce da resisténcia,
especialmente por serem praticos, rapidos, econdémicos, relativamente simples de
executar e capazes de gerar resultados confiaveis (SCOTT, 1995).

O Teste de Imersdo de Adultos (TIA) € um teste de facil manipulacdo e
rapida resposta, sendo um dos mais utilizados de forma rotineira (MARTINS, 2004;
KUMAR et al., 2011). Utiliza teledginas imersas em acaricidas técnicos ou
comerciais. No caso de lactonas macrociclicas, fipronil e fluazuron, este teste pode
ser realizado também com concentrados emulsionaveis do ativo (CID et al., 2010).

O TIA se baseia na comparagdo da taxa de mortalidade de fémeas, e/ou
percentuais de eficacia do composto testado sobre os parametros reprodutivos,
entre dois grupos: tratado e controle (ndo medicado). Os ovos também sé&o
analisados com relacdo ao seu peso e viabilidade. Uma importante limitacdo desta
metodologia é o alto nimero de teledginas necessarias para obter resultados
confiaveis ou permitir uma analise estatistica precisa (JONSSON et al., 2007).

Os testes com larvas sao geralmente mais demorados, levando entre cinco e
seis semanas, laboriosos e requerem maiores recursos técnicos (KUMAR et al.,
2011). Ainda assim, sdo hoje considerados como a melhor alternativa, pois o
elevado niumero de amostras utilizadas em cada bioensaio viabiliza a elaboracéo de
maior quantidade de testes (SABATINI et al., 2001).

Por muitos anos, a FAO tem recomendado como padréo o uso do Teste de
Pacote de Larvas para a avaliagdo da resisténcia acaricida (FAO, 2004). Apesar
disso, estudos na ultima década, como os realizados por Klafke (2011) com lactonas
macrociclicas, mostraram uma maior sensibilidade de novas técnicas como, por

exemplo, o Teste de Imersédo de Larvas (TIL).
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3. Objetivos

Baseando-se no que foi previamente exposto, dois dos experimentos que
compdem esta Tese de Doutorado objetivaram estudar a ecologia e a biologia de R.
microplus, respectivamente nas fases de vida livre e de vida parasitaria deste
ixodideo, na regido de Jaboticabal, estado de S&o Paulo (longitude 48° 17' 03"
Oeste, latitude 21° 14' 43" Sul). Tais estudos buscaram a atualizacdo destes dados
frente as mudancas climaticas e ambientais presenciadas com o passar dos anos
nesta area de Cerrado e clima tropical com estagdo seca (Aw), ou tropical de savana
(ANDRE & GARCIA, 2015), analisando-os durante dois anos consecutivos.

De forma mais especifica, com relacdo a fase ndo parasitaria, objetivou-se
determinar o periodo de todas as variaveis biolégicas do ciclo do carrapato, em
pastagem e em condicbes laboratoriais: pré-postura, postura, incubacdo, pré-
eclosdo, maturacéo larval, longevidade das larvas e duracéo total do ciclo, além de
comparar metodologias para estudar a fase de vida livre deste ixodideo. Ambos os
estudo também avaliaram as correlacdes das variaveis biolégicas com os fatores
climaticos; buscaram definir os niameros, maximo, médio e minimo, de geracdes
anuais de R. microplus no bioma e clima avaliados

Outro experimento concomitante objetivou avaliar a evolu¢do do perfil de
susceptibilidade da cepa de carrapatos utilizada, assim como a evolucdo deste
fenbmeno com o transcorrer dos dois anos que compreenderam o periodo
experimental. Esta etapa buscou também definir uma proposta nova e efetiva de

controle estratégico deste ixodideo, aplicada ao clima e bioma avaliados.
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CAPITULO 2 - Aspectos ecolégicos e bioldgicos do ciclo de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae)
parasitando bovinos mesticos em uma regido de clima tropical

com estagéo seca

Resumo

O objetivo do presente estudo foi observar, ao longo de dois anos consecutivos, 0s
fatores envolvidos na fase de vida parasitaria de R. microplus em uma regiao do
Cerrado brasileiro, caracterizado por clima tropical com estacdo seca. Para tanto,
contagens de carrapatos foram conduzidas a cada 14 dias em seis bovinos
mesticos, mantidos em um piquete de Urochloa decumbens infestado por este
ixodideo. Cinco geracBes de carrapato foram obtidas em cada ano, com picos de
infestacdo dos animais no comeco e fim do outono, inicio da primavera e comeco e
fim do ver&o. E a primeira vez na literatura que cinco geracdes de R. microplus sdo
observadas ao longo de dois anos consecutivos. As maiores cargas parasitarias
ficaram concentradas entre outono e inverno, que compreendem o periodo seco do
ano. Nenhuma correlacado significativa foi observada entre contagens de carrapatos
em parasitismo e pluviosidade, umidade relativa do ar, temperatura ambiental e
temperatura na superficie do solo. Estes fatores poderiam ser indicativos da
adaptacdo de R. microplus ao cenario global de mudancas climaticas, tornando-se

um entrave ainda mais importante para a indUstria pecudria.

Palavras chave: Biologia; Bioma de Cerrado; Carrapato dos bovinos; Ecologia;

Fase de vida parasitaria; Sazonalidade.
1. Introducéo
O Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) é um ectoparasito

amplamente distribuido nas regifes tropicais e subtropicais do planeta, com grande

impacto na indastria pecuaria, interferindo diretamente na producdo animal.
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Sua relevancia é predominantemente associada a transmissdo de
patégenos, tais como Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale. No
Brasil, as perdas econémicas causadas por este ixodideo foram estimadas em 3,24
bilhdes de dblares/ano (GRISI et al., 2014).

O impacto dos carrapatos como vetores tem se agravado de forma
consideravel, predominantemente com o aumento da prevaléncia de infeccbes
transmitidas por artropodes em diversos paises e a emergéncia ou reconhecimento
de novos patdgenos (BANETH, 2014). Isso é exemplificado, no caso do carrapato
bovino, pela recente analise de exemplares de R. microplus obtidos em Madagascar,
onde os autores detectaram molecularmente Anaplasma ovis, Ehrlichia canis,
Ehrlichia ewingii e Ehrlichia muris pela primeira vez nesta espécie de carrapato
(MATYSIAK et al., 2016).

Assim, torna-se importante deter conhecimentos sobre a ecologia e biologia
deste ixodideo, considerando que a maioria das informag¢des sobre o mesmo foi
descrita em condicGes australianas, com os dados obtidos somente depois sendo
extrapolados para Américas e Africa (NAVA et al., 2013). No entanto, h4 mais de
uma década estudos reforcam a impossibilidade de se extrapolar preferéncias
ecoldgicas de diferentes populacées de carrapatos (ESTRADA-PENA et al., 2006a).

A crescente deteccdo da diversidade genética de R. microplus (LOW et al.,
2015) reforca a necessidade de redescrever seu ciclo biolégico, assim como
reavaliar a influéncia dos fatores ecolégicos sobre o mesmo. Até mesmo dentro do
territdrio nacional, Csordas et al. (2016) detectaram ao menos duas populacdes
geneticamente distintas deste ixodideo. Porém, ndo foram capazes de correlacionar
tais grupos genéticos com diferentes localizacdes geograficas ou biomas.

Desta forma, dados especificos e atualizados de cada regido, habitat, clima
e/ou bioma se fazem necessarios, visando esclarecer a distribuicdo de diferentes
grupos genéticos, variacdes em fases especificas de seus ciclos biolégicos, ou como
as constantes mudancas climaticas podem modificar ainda mais tais aspectos
(LABRUNA & VERISSIMO, 2001; ALl et al., 2016).

Um exemplo de relevancia da aquisicdo de dados localmente é demonstrado
por um estudo de Estrada-Pefia et al. (2005), que comparou fatores abibticos

considerados criticos no aumento da aptidao de areas para os carrapatos habitarem.
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Este experimento demonstrou que a aptiddo de diferentes areas foi
predominantemente afetada pelas temperaturas, em analises conduzidas na
Australia, enquanto nas Américas esta aptiddo se definiu principalmente pela
influéncia de precipitacdes pluviométricas (ESTRADA-PENA et al., 2005).

Adicionalmente, é essencial se considerar a crescente dificuldade no
controle de R. microplus, principalmente associada a disseminacédo da resisténcia
desta espécie contra a maioria, sendo a totalidade, das classes quimicas disponiveis
para combaté-la (RECK et al., 2014; CRUZ et al., 2015; MACIEL et al., 2016;
KLAFKE et al., 2017). Conhecimentos da ecologia e biologia de seu ciclo se tornam
cada vez mais relevantes na determinacdo de pontos vulneraveis, permitindo o
desenvolvimento de estratégias eficientes de controle, que configuram uma
necessidade urgente.

As severas e drasticas mudancas climéaticas que o planeta vem sofrendo,
com modificacdes graduais de microclimas e ecossistemas, apenas reforcam a
premente necessidade de conduzir novos estudos especificamente focados no ciclo
de vida dos principais parasitos economicamente importantes ao redor do planeta,
buscando a obtencéo de dados atualizados e concretos para cada ambiente, clima,
altitude, vegetacéo e bioma especifico.

O objetivo do presente estudo foi observar, ao longo de dois anos
consecutivos, os fatores ambientais envolvidos na fase de vida parasitaria de R.
microplus em uma regido do Cerrado, caracterizado por clima tropical com estacéo
seca. Também avaliou, nos bovinos, o numero de gerac¢des anuais deste ixodideo,
além de tracar correlacdes entre as cargas parasitarias e as variaveis ambientais
avaliadas. Desta forma, este experimento buscou um conhecimento atualizado e

concreto da dinamica populacional do carrapato bovino no clima e bioma estudados.

2. Material e métodos

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (protocolo numero 11511/14) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV/UNESP) de Jaboticabal. Apenas ap0s a aprovacdo quaisquer

etapas experimentais foram iniciadas.
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O estudo foi realizado entre 1° de abril de 2015 e 1° de abril de 2017, no
municipio de Jaboticabal, Sdo Paulo, regido Sudeste do Brasil, dentro do campus da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, em piquetes pertencentes ao Centro
de Pesquisas em Sanidade Animal (CPPAR), nas coordenadas geograficas 21° 14’
43” Sul, 48° 17’ 03” Oeste.

Esta localidade se caracteriza por altitude média de 583 metros e clima
definido como Aw pela classificacao climatica de Képpen, denominado tropical com
estacdo seca ou tropical de savana, com pluviosidade média anual de 1405,2
milimetros cubicos (mm3) e temperaturas médias entre 29,7 °C e 16,9 °C (CEPAGRI,
2017). O bioma predominante no local do estudo é o Cerrado, a maior area de

savana da América do Sul.

2.1. Cepa de carrapatos

A cepa de R. microplus usada neste experimento foi mantida no CPPAR por
pelo menos cinco anos antes da conducdo deste estudo, originada de bovinos
mesticos (Bos taurus x Bos indicus) naturalmente infestados. Esta cepa €
denominada rotineiramente no laboratério de cepa CAMPO, caracterizada por
distintos graus de resisténcia a diferentes acaricidas, como as lactonas
macrociclicas (LOPES et al., 2013; LOPES et al., 2014; CRUZ et al., 2015; GOMES
et al., 2015) e o fluazuron (CRUZ et al., 2014; MACIEL et al., 2016).

Fémeas ingurgitadas foram colhidas diretamente dos animais para a
condugcdo deste experimento. Elas foram lavadas com agua corrente, secas e
dispostas em placas de Petri, mantidas entdo em estufa incubadora tipo BOD
(temperatura aproximada de 27 °C e umidade acima de 80%) para oviposic¢ao.

Apoés 15 dias, as massas de ovos foram recuperadas e aliquotas de 0,250
gramas, equivalente a cerca de 5000 ovos (LABRUNA et al., 1997), foram
armazenadas em seringas plasticas com as pontas removidas, fechadas com
chumacgos de algodao. Estas seringas foram novamente mantidas na estufa, sob as
mesmas condi¢des de temperatura e umidade, até a eclosdo completa das larvas e
amadurecimento das mesmas (14 a 21 dias de idade), sendo posteriormente

utilizadas para a infestacdo das pastagens deste estudo.
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2.2. Animais experimentais

Para a avaliacdo in vivo da fase de vida parasitaria de R. microplus em
condi¢gbes de campo, foram utilizados seis bovinos mesticos machos (n = 6), nunca
tratados com acaricidas e/ou endectocidas, entre seis e 12 meses de idade. Estes
animais foram mantidos ao longo de todo o experimento em piquetes formados por
pastagens de Urochloa decumbens e Cynodon dactylon. Os dois piguetes eram
contiguos entre si, de forma que os bovinos tinham livre acesso a ambas as
gramineas, em uma area total de 2783 metros quadrados (m?2), correspondente a
aproximadamente 0,28 hectare.

Todos os bovinos foram pesados ao inicio e ao término do experimento, e 0s
valores obtidos foram utilizados para calcular a taxa de lotagdo da pastagem
experimental. Esta taxa de lotacdo € expressa na forma de unidades animais por
hectare (UA/ha), sendo que uma unidade animal equivale a 450 quilos (kg) de peso
vivo. Durante todo o experimento os bezerros foram suplementados diariamente com
silagem de milho e concentrado comercial livre de enxofre, com &gua sendo
fornecida ad libitum. Os bovinos foram inseridos na area experimental em 01° de

abril de 2015, no outono, data definida como dia zero do estudo.

2.3. Avalia¢cdes da fase de vida parasitaria

Os piquetes foram infestados com um total aproximado de 40.000 larvas de
R. microplus, entre 14 e 21 dias de idade, divididas em quatro séries de 10.000
larvas nos dias experimentais zero, 15, 30 e 45. As infestagbes foram realizadas em
pontos das pastagens onde 0s animais permaneciam com maior frequéncia, como
as proximidades do tanque de agua e do cocho de alimentac¢do, ou os pontos onde
0S mesmos costumavam descansar. ApOs este periodo, os préprios bovinos foram
responsaveis pela manutencao dos niveis constantes de infestagcdo ambiental.

Iniciaram-se, no 18° dia apds a primeira infestacdo (dia 18), contagens de
fémeas de R. microplus parcialmente ingurgitadas, medindo entre 4,5 e 8 milimetros
de comprimento, presentes no lado esquerdo de cada animal, sendo os valores

obtidos multiplicados por dois para estimativa das cargas totais (WILKINSON, 1955).
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As contagens de carrapatos seguindo esta metodologia foram repetidas em
intervalos periodicos, de 14 em 14 dias, ao longo de ambos os anos do estudo. Dos
valores obtidos em cada data de contagem, a dinamica populacional de cada um
dos anos foi definida, sendo subsequentemente utilizada para estimar o nUmero de
geracOes anuais de carrapatos parasitando bovinos.

Resumindo o que foi previamente descrito de forma direta, foi empregado
neste estudo o seguinte delineamento experimental: os animais foram alocados nos
piguetes experimentais no dia zero, e as primeiras contagens de carrapatos nos
bovinos foram feitas nos dias 18, 21 e 28 apdés infestacdo das pastagens (dia zero),
com repeticdes a cada 14 dias até o dia 728, e a Ultima contagem realizada no dia
731, data exata quando se completaram os dois anos do experimento, totalizando 54
contagens de fémeas de R. microplus parasitando os bovinos experimentais.

Concomitantemente, ao longo de todo o periodo observacional, foram
registrados os eventuais predadores de carrapatos que habitavam, ou ao menos se
encontravam temporariamente, na area onde foi conduzido este experimento

(piquetes contiguos de U. decumbens e C. dactylon).

2.4. Obtencdao das variaveis ambientais

Pluviosidade, umidade relativa do ar e temperaturas médias, tanto do
ambiente quanto obtida diretamente na superficie do solo, foram registradas
diariamente durante os dois anos do estudo. Para o registro destas séries de dados,
foram instalados no local do experimento um termohigrometro digital e um
pluvibmetro analogico do tipo “cunha”, instalado seguindo as recomendacdes do
fabricante. O termohigrémetro possuia um sensor externo, colocado diretamente no
solo e protegido da luz solar pela vegetacao, para avaliar a temperatura diretamente
no local onde os carrapatos se encontrariam.

Os valores maximos, minimos e meédios de todas as variaveis foram
registrados diariamente. Com estes dados foram calculadas as médias mensais de
cada variavel ambiental, posteriormente utilizadas para comparacgdes e correlacdes

com a dinamica populacional de R. microplus.
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2.5. Andlises estatisticas e correlacdes

Todas as séries de dados obtidas ao longo do experimento, tanto referentes
a dindmica populacional quanto as varidveis climaticas, passaram inicialmente por
uma transformacdo logaritmica (valor + 1) antes de serem analisadas.Estas
variaveis foram subsequentemente submetidas a pré-testes de normalidade,
homocedasticidade e analise de residuos, sendo em seguida analisadas por meio de
um delineamento totalmente casualizado. Comparacfes entre as médias obtidas
para cada variavel foram feitas com o teste T, selecionado de acordo com o0s
resultados dos pré-testes.

Diferentes variaveis, tanto ambientais (temperatura ambiental, temperatura
na superficie do solo, umidade relativa do ar e pluviosidade) quanto biologicas
(contagens de carrapatos), foram correlacionadas entre si. As analises de
correlagdes basearam-se no coeficiente de Pearson, tendo em vista a relacao linear

de variaveis continuas. As analises utilizaram os pacotes Statistica 8.0 e SAS 9.0.

3. Resultados

Os bovinos experimentais foram pesados no inicio e ao término da etapa
experimental (dois anos), registrando 150, 109, 95, 63, 102 e 106 kg no dia zero
(total de 625 kg) e 497, 471, 301, 222, 386,5 e 458,5 kg no dia 731 (total: 2336 kg).
Dois dos bovinos ganharam mais de quatro vezes o seu peso inicial, enquanto 0s
outros quatro animais superaram o peso inicial em mais de trés vezes. A somatoria
do peso dos seis bovinos também sofreu um aumento de quase quatro vezes.

Dentro da area destinada a este experimento, de 0,28 hectares (ha), estes
animais geraram uma taxa de lotac&o inicial de 4,96 UA/ha, valor que aumentou
também mais de trés vezes até o encerramento do estudo, atingindo lotacdo, no dia
731 (tltima data de avaliacdo), de 18,54 UA/ha.

As maiores cargas parasitarias do primeiro ano foram obtidas em abril, junho
e setembro, enquanto as médias mais baixas foram registradas no fim de abril, maio
e fevereiro. Ao longo de todo o experimento, a maior contagem em um unico animal

foi de 324 fémeas de R. microplus, registrada na primavera do primeiro ano.
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No segundo ano, as maiores contagens se concentraram nos meses de abril
(inicio do ano experimental), junho e marco (Ultimo més de avaliacdes), com valores
inferiores sendo registrados em outubro, janeiro e fevereiro.

No ano | do estudo, foi possivel determinar cinco picos de infestagcédo, sendo
o primeiro (média de 97,6 carrapatos) no inicio do outono, enquanto no fim desta
estacdo foi observado o segundo (107 carrapatos por animal) pico. Na primeira
metade do inverno as contagens decresceram, passando a subir até o inicio da
primavera, atingindo o maior pico do estudo, com média de 123,67 carrapatos. No
inicio do verdo um novo pico ocorreu (35,67 carrapatos por animal), seguido
novamente por uma queda nas contagens. Ao fim da estacdo as médias tornaram a
subir, levando ao quinto pico de infestacdo (34,33 carrapatos por animal), observado
em duas datas consecutivas: fim do verdo e comeco do outono (Tabela 1).

Ao longo do segundo ano, logo no inicio do outono foi observado um pico de
35 carrapatos por animal, o primeiro deste ano experimental, ocorrendo de forma
continua com o0 pico que encerrou o primeiro ano de avaliacbes. Os valores
decresceram em seguida, subindo novamente no fim do outono, levando ao
segundo pico (média de 32,33 carrapatos). As cargas parasitarias decresceram de
forma constante, subindo somente na ultima contagem do inverno, determinando o
terceiro pico de infestacdo, com média de 28,67 carrapatos por animal. No inicio da
primavera, as contagens cairam até atingir o menor valor médio de todo o estudo
(sete carrapatos) no inicio do verdo. O quarto pico ocorreu imediatamente depois,
com média de 19,67 carrapatos. As contagens tornaram a cair pelo restante desta
estacdo, subindo novamente sé no seu final, atingindo o valor maximo deste ano
experimental, 53 carrapatos por animal, determinando o quinto e ultimo pico de
infestacdes (Tabela 2).

Os picos distintos de infestagdo (comeco e fim do outono, fim do
inverno/comec¢o da primavera, comeco e fim do verdo) ocorreram de forma similar
em ambos os anos (Figura 1). Dividindo ambos os anos em periodo seco
(outono/inverno) e chuvoso (primavera/verao), observa-se que as cargas medias na
seca sdo maiores nos dois anos, concentrando-se predominantemente entre 0s
outonos, mas também com valores consideraveis nos invernos. As contagens ao

longo de todo o experimento estdo expressas de forma continua na Figura 2.



Tabela 1. Contagens de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, parasitando bovinos, ao longo do primeiro ano experimental.

~ . Bovinos experimentais / Contagens de ixodideos® o Desvio .

Estaggo  Data Dia BOOL RO0S. Bo0S 006 BO10 BOL1 Media gz Amplitude

17/04/15 18 14 24 30 4 90 - 32,40 33,69 86

20/04/15 21 188 34 44 104 118 - 97,60 62,34 154

27/04/15 28 12 0 34 4 0 - 10,00 14,28 34

Outono 11/05/15 42 16 6 38 2 0 0 10,33 14,83 38

25/05/15 56 40 40 196 86 38 8 68,00 67,49 188

08/06/15 70 136 64 204 140 82 16 107,00 66,47 188

Valores médios de todas as contagens da estacao (outono de 2015 — 1° ano experimental): 54,91 60,68 204

22/06/15 84 102 66 28 144 20 6 61,00 53,65 138

06/07/15 98 52 28 36 64 22 12 35,67 19,37 52

20/07/15 112 0 6 46 66 0 0 19,67 28,94 66

Inverno 03/08/15 126 8 6 74 66 4 4 27,00 33,44 70

17/08/15 140 30 46 16 74 42 10 36,33 23,20 64

31/08/15 154 42 36 62 114 22 16 48,67 35,86 98

14/09/15 168 104 100 44 118 62 18 74,33 39,22 100

Valores médios de todas as contagens da estacao (inverno de 2015 — 1° ano experimental): 43,24 37,05 144

28/09/15 182 324 98 72 80 154 14 123,67 108,00 310

12/10/15 196 142 34 2 112 128 14 72,00 62,20 140

26/10/15 210 64 90 92 124 40 8 69,67 41,42 116

Primavera 09/11/15 224 52 50 54 106 54 10 54,33 30,53 96

23/11/15 238 74 42 46 32 32 20 41,00 18,54 54

07/12/15 252 48 48 18 52 56 6 38,00 20,71 50

Valores médios de todas as contagens da estacao (primavera de 2015 — 1° ano experimental): 66,44 59,59 322

21/12/15 266 34 22 26 32 46 16 29,33 10,48 30

04/01/16 280 52 38 26 56 30 12 35,67 16,56 44

18/01/16 294 22 20 8 24 12 24 18,33 6,74 16

Verao 01/02/16 308 44 16 16 30 32 10 24,67 12,82 34

15/02/16 322 6 8 12 20 10 8 10,67 5,01 14

29/02/16 336 34 22 8 10 16 22 18,67 9,52 26

14/03/16 350 58 24 10 30 40 44 34,33 16,75 48

Valores médios de todas as contagens da estacao (verdo de 2016 — 1° ano experimental): 24,52 13,97 52

Outono 28/03/16 364 38 18 26 54 34 36 34,33 12,16 36

% carrapatos (4,5 a 8,0 mm) contados no lado esquerdo dos animais a cada 14 dias.

€e



Tabela 2. Contagens de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, parasitando bovinos, ao longo do segundo ano experimental.

~ . Bovinos experimentais / Contagens de ixodideos® .- Desvio .

Estaggo  Data Dia BOO1 B0O02 BOO5 BOO06 BO10 BO11 Media gz Amplitude

11/04/16 378 62 18 30 32 32 36 35,00 14,57 44

25/04/16 392 80 22 12 12 30 32 31,33 25,32 68

09/05/16 406 52 24 18 12 34 40 30,00 14,86 40

Outono 23/05/16 420 40 10 10 8 26 24 19,67 12,61 32

06/06/16 434 38 12 26 26 22 30 25,67 8,62 26

20/06/16 448 92 22 12 30 24 14 32,33 29,97 80

Valores médios de todas as contagens da estacao (outono de 2016 - 2° ano experimental): 29,00 18,47 84

04/07/16 462 42 30 10 32 16 20 25,00 11,78 32

18/07/16 476 34 22 2 12 14 12 16,00 10,88 32

01/08/16 490 28 26 6 16 10 30 19,33 10,09 24

Inverno 15/08/16 504 64 12 6 14 18 6 20,00 22,05 58

29/08/16 518 28 20 4 28 12 18 18,33 9,33 24

12/09/16 532 52 14 22 50 22 12 28,67 17,78 40

Valores médios de todas as contagens da estacao (inverno de 2016 - 2° ano experimental): 21,22 14,05 62

26/09/16 546 62 10 14 42 12 18 26,33 21,03 52

10/10/16 560 16 4 2 14 2 8 7,67 6,12 14

24/10/16 574 32 8 8 12 2 4 11,00 10,86 30

Primavera 07/11/16 588 18 4 16 42 12 6 16,33 13,71 38

21/11/16 602 32 6 6 42 2 8 16,00 16,69 40

05/12/16 616 20 12 6 16 2 2 9,67 7,53 18

19/12/16 630 8 2 14 12 8 4 8,00 4,56 12

Valores médios de todas as contagens da estacao (primavera de 2016 - 2° ano experimental): 13,57 13,34 60

02/01/17 644 12 2 2 14 4 8 7,00 5,18 12

16/01/17 658 42 10 12 32 12 10 19,67 13,82 32

30/01/17 672 26 6 12 12 2 8 11,00 8,27 24

Verao 13/02/17 686 12 8 4 12 4 6 7,67 3,67 8

27/02/17 700 30 2 2 24 2 4 10,67 12,82 28

13/03/17 714 108 28 24 92 28 38 53,00 37,05 84

Valores médios de todas as contagens da estacao (verdo de 2017 - 2° ano experimental): 18,17 23,01 106

outono 27/03/17 728 30 4 6 30 28 18 19,33 11,98 26

30/03/17 731 24 14 8 34 6 4 15,00 11,78 28

% carrapatos (4,5 a 8,0 mm) contados no lado esquerdo dos animais a cada 14 dias.
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Figura 1. Variacdo sazonal de Rhipicephalus (Boophilus) microplus parasitando bovinos. Valores médios e erro padréo das
médias de contagens durante dois anos. Linhas verticais representam as mudancas de estacdo (roxo = ambos os
anos na mesma data; azul = primeiro ano; vermelho = segundo ano).
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Figura 2. Médias e desvios padrdo das variaveis climaticas avaliadas e das contagens de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Comparacdes para cada variavel obtida ao longo do experimento. Dados em escala original.
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As varidveis climéticas registradas (temperatura ambiente, temperatura
obtida diretamente na superficie do solo, umidade relativa do ar e indices
pluviométricos) também estdo graficamente representadas na Figura 2, juntamente
com as contagens de carrapatos ao longo dos dois anos do experimento. As médias
dos dados climéticos e seus desvios padrdo estdo plotados no eixo y principal,
(esquerda) enquanto as médias e desvios das contagens de ixodideos estdo no eixo
y secundario (direita). Ressalta-se que todos os dados estdo na escala original.

Estas variaveis (médias por estacdo do ano), assim como as contagens de
carrapatos médias de cada estacdo, foram comparadas utilizando o teste T. As
diferencas significativas entre cada variavel sdo indicadas por valores de P inferiores

a 0,05 (P < 0,05). Os resultados destas andlises estdo expressos na Tabela 3.

Tabela 3. Comparacdes estatisticas entre contagens de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus e variaveis ambientais.

Tratamentos / Médias e Desvios Padrao!

Variaveis climaticas

Estagdo e Contagens R
Ano szﬁ?éﬁig{a Umidade  Pluviosidade Temperatura micr%plus '
(°C) relativa (%) (mms3) do solo (°C)
Outono 24 50 60,95 2,18 22,27 1,74
de 2015 + 2,02 bc + 2,81 bc +153Db + 2,60 bc +0,14 a
Inverno 24,76 59,56 1,89 21,90 1,68
de 2015 + 2,06 bc + 4,42 bc +157Db +161c +0,23 ab
Primavera 28,70 64,52 9,03 26,52 1,69
de 2015 +0,26 a + 4,58 ab +228a +105a +0,13 ab
Verao de 28,55 67,94 9,11 26,52 1,42
2016 +0,59 a +214 a +4.98 a +0,53 a + 0,11 bc
Outono 23,61 60,34 2,75 23,21 1,47
de 2016 +211c + 4,48 bc +1,74Db + 2,64 abc + 0,05 abc
Inverno 22,34 48,40 0,98 22,97 1,36
de 2016 +162c +202d +102b + 0,66 bc + 0,06 cd
Primavera 27,01 54,39 6,07 25,64 1,08
de 2016 +0,29 ab + 1,74 cd +253ab +1.49 ab +0,11d
Verao de 28,77 62,86 512 26,62 1,21
2017 +0,69 a +0,17 ab +1,90 ab + 0,86 a +0,20 cd

! Valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo
teste T (P = 0,05).
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Resumindo os resultados destas comparacdes, os padrbes sazonais
esperados para cada varidvel climética foram observados, com temperaturas, ao
nivel do solo e do ambiente, e indices pluviométricos significativamente superiores
em primaveras e verdes (periodo chuvoso) quando comparados com outonos e
invernos (periodo de seca). A umidade relativa do ar foi notadamente inferior nos
invernos quando comparados aos veroes.

Ja com relacdo as contagens de carrapatos, um padrdo decrescente foi
observado nos valores obtidos. Este padrao é reforcado analisando a Figura 2, onde
as contagens ao longo dos dois anos estdo expressas de forma continua.
Estatisticamente, a Unica excecao para este padrdo, do ponto de vista sazonal, foi a
primavera do segundo ano, onde as médias de carrapatos foram significativamente
inferiores as das demais estacoes.

Correlacdes entre as variaveis climaticas e as contagens de fémeas de R.
microplus, assim como para variaveis climaticas entre si, foram calculadas utilizando
o coeficiente de Pearson (Tabela 4). Este coeficiente foi selecionado de acordo com

os pré-testes conduzidos, baseado na relacao linear de variaveis continuas.

Tabela 4. Andlise de correlagbes entre contagens de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus e variaveis ambientais avaliadas.

Teste de Contagens Temperatura Um|_dade Pluviosidade Temperatura
Pearson’ de R. ambiente (°C) relativa do (mms) do solo (°C)
microplus ar (%)
Contagens de 10,000 '0,0011 0,0290 -0,1111 -0,1437
R. microplus = --- p = 0,996 p=0,893 p=0,605 p = 0,503
Temperatura 10,000 0,5136 2 0,5107 2 0,8476 2
ambiente (°C) p=-- p=0010 p=0,011 p=0,000
Umidade 10,000 0,6321 2 0,3287
relativa do ar
(%) p=-- p = 0,001 p=0,117
Pluviosidade 10,000 0,3900
(mm3) p=-- p = 0,060
Temperatura 10,000
do solo (°C) =

' Coeficientes e significancia (P) das correlagbes. Correlacbes negativas em
vermelho e positivas em azul (tonalidades indicam a forga de cada correlagéo).
2 Correlagdes significativas (P < 0,05).
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Nenhuma correlacdo significativa (P < 0,05) foi observada entre contagens
de fémeas parcialmente ingurgitadas (entre 4,5 e 8 milimetros) de R. microplus
parasitando bovinos e as variaveis ambientais analisadas (temperatura ambiental e
na superficie do solo, umidade relativa do ar e indices pluviométricos). Ainda assim,
uma tendéncia de que as contagens de carrapatos acompanhem (tendéncia de
correlagdes positivas) a umidade relativa do ar pode ser observada. No entanto,
tendéncias opostas (negativas) de correlacdo estiveram presentes para
temperaturas (ambiente e sobre a superficie do solo) e pluviosidade, com contagens
de ixodideos decrescendo enquanto tais variaveis aumentaram.

As variaveis climaticas se comportaram como o esperado ao longo do
experimento, com fortes correlagbes positivas registradas entre temperatura
ambiental com temperatura ao nivel do solo (0,8476), umidade relativa do ar
(0,5136) e pluviosidade (0,5107). A umidade relativa do ar e os indices
pluviométricos também apresentaram forte correlacao positiva entre si (0,6321).

Ao longo dos dois anos, diversos predadores de carrapatos foram
identificados na area experimental. Roedores (Cavia spp.) e lagartos (Tupinambis
Spp.) sempre estiveram presentes, mas 0s principais predadores em potencial
observados foram aves, predominantemente exemplares de Curicaca (Theristicus
caudatus), Quero-quero (Vanellus chilensis), Cor6-cor6 (Mesembrinibis
cayennensis), Ana-branco (Guira guira), Anu-preto (Crotophaga ani), Alma-de-gato
(Piaya cayana), Pardal (Passer domesticus), Canario-da-terra-verdadeiro (Sicalis
flaveola) e da familia Columbidae (pombos, rolas e rolinhas). Garcas vaqueiras
(Bubulcus ibis) e gavides Carcard (Caracara plancus) foram constantemente

observados sobre os animais, ativamente se alimentando dos carrapatos.

4. Discussao

U. decumbens e C. dactylon foram as gramineas selecionadas para o
presente experimento. A primeira € a principal espécie utilizada para pastejo no
Brasil, amplamente adaptada a variados tipos de solo e condi¢cbes climaticas
(CRISPIM & BRANCO, 2002), enquanto a segunda € altamente resistente ao
pisoteio e pastejo, também utilizada em todo o pais (LEITE & MACHADO, 1999).
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Um estudo analisando os efeitos de gramineas sobre as cargas de
carrapatos indicou que U. decumbens é favoravel para a manutencéo das larvas no
ambiente, enquanto estoloniferas (C. dactylon) também beneficiam a sobrevivéncia
das mesmas, diminuindo a incidéncia de luz solar (VERISSIMO et al., 1997).

A opcéao de avaliar a dinamica populacional em pastagens cultivadas com as
gramineas mencionadas se baseou no fato de que este tipo de ambiente é mais
favoravel ao desenvolvimento de R. microplus quando comparado a pastagens
mistas ou nativas, quando as taxas de lotacdo sdo superiores a 1,9 UA/ha
(FONSECA et al., 2005). Adicionalmente, os bovinos foram mantidos o tempo todo
no mesmo ambiente, sem rotacdo de pastagens, um tipo de manejo identificado na
literatura como favoravel as infestacbes por carrapatos, levando a cargas
parasitarias mais significativas (VERISSIMO et al., 1997).

Devido a alta taxa de lotacdo do presente estudo, inicialmente superior a
quatro UA/ha, a suplementacdo dos bovinos experimentais com concentrados
comerciais foi necesséria ao longo dos dois anos. Para evitar interferéncias no ciclo
de vida dos carrapatos, uma racao livre de enxofre foi formulada, tendo em vista que
a ingestdo deste elemento quimico tem notadamente um efeito deletério sobre
infestacdes por carrapatos (COSTA-JUNIOR & FURLONG, 2011).

Sabendo também que padrfes raciais dos animais interferem nas cargas
parasitarias (VERISSIMO et al., 1997), este experimento optou por utilizar bovinos
mesticos, visando minimizar o impacto deste fator nos resultados obtidos. Todos os
detalhes previamente descritos, aplicados a metodologia, focaram em diminuir
quaisquer interferéncias destes fatores sobre os resultados obtidos, permitindo uma
correlacdo mais fidedigna entre contagens de carrapatos e variaveis climaticas.

No presente estudo, cargas parasitarias mais altas foram observadas no fim
do inverno e comeco da primavera de 2015. Este fenbmeno, conhecido como “spring
rise”, foi registrado no Brasil tanto em areas de Cerrado quanto de Mata Atlantica
(CARNEIRO et al., 1992; ARAUJO, 1994; KASAI et al., 2000; LABRUNA &
VERISSIMO, 2001; PEREIRA, 2008; GOMES et al., 2016). E geralmente associado
a um aumento das temperaturas e niveis de chuva, sendo também registrado na
Australia (R. australis), em condi¢fes climaticas similares (SNOWBALL, 1957) e na

india (GHOSH et al., 2007), onde ocorre simpatria de R. microplus e R. australis.
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As cargas parasitarias no fim do inverno e comego da primavera de 2016
(segundo ano experimental), apesar de inferiores aquelas obtidas no primeiro ano,
mantiveram padrdo similar, mesmo com este ano apresentando niveis de chuva
inferiores as médias historicas do local do estudo. Um aspecto significativo que pode
explicar as contagens inferiores no segundo ano Sao as menores temperaturas
minimas registradas ao longo de todo o estudo, atingindo minima média diaria de
9,07 °C em julho de 2016. Estudos confirmam que temperaturas entre 14 e 5 °C séo
gradualmente prejudiciais aos ovos dos carrapatos, levando também a menor
viabilidade larval (SUTHERST & BOURNE, 2006).

Diversos aspectos podem ser responsaveis pelas cargas parasitérias
menores no segundo ano do estudo, tais como o desenvolvimento de mecanismos
imunoldgicos, resultando em resisténcia adquirida dos bovinos contra infestacdes
por R. microplus (WIKEL & ALLEN, 1982), eventualmente associada a predacao
continua de carrapatos por garcas (Bubulcus ibis) e carcaras (Caracara plancus).
Outra possibilidade existente € de que a populacdo de ixodideos deste experimento
tenha se ajustado ecologicamente, sofrendo deste momento em diante menores
oscilagbes. A real influéncia de tais aspectos s6 poderia, no entanto, ser
efetivamente comprovada através de pesquisas especificas.

Um fator provavel da diminuicdo nas contagens de carrapatos foi o dano
mecanico as pastagens, causado pelo pisoteio e pastejo ininterruptos. A taxa de
lotacdo inicial era de 4,96 UA/ha, mas ao término dos dois anos o céalculo da taxa de
lotacdo foi superior a 18 UA/ha. Este aumento consideravel foi potencialmente
responsavel por aumentar os efeitos deletérios do pisoteio e do pastejo sobre os
piquetes, criando um microclima cada vez menos favoravel aos carrapatos, com
maior exposi¢ao das larvas e ovos a luz solar direta.

As maiores cargas parasitarias do presente estudo foram observadas nos
outonos, de forma similar ao descrito no Paraguai, em bioma de savana parecido
com o Cerrado (BRIZUELA et al., 1996) e no noroeste da Argentina, em uma
localidade com menor pluviosidade e temperatura (MANGOLD et al., 1994). Estes
autores destacaram aumento no numero de carrapatos durante a primavera,

atingindo valores maximos no outono, com quedas acentuadas no inverno.
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O mesmo padréo foi registrado também em estudos conduzidos em areas
de Cerrado, onde os autores demonstraram aumentos iniciais na primavera, com 0
primeiro pico no verdo e dois picos subsequentes no outono. Ainda que seja o
mesmo bioma do presente estudo (altitude de 583 metros), estas cargas superiores
no outono foram registradas em altitudes maiores, de 749 metros (CARNEIRO et al.,
1992), 860 metros (DA SILVA et al., 2010) e 1040 metros (PEREIRA, 2008).

Outras pesquisas conduzidas a 70 quildmetros de distancia do presente
estudo, com altitude e bioma praticamente idénticos, obtiveram resultados
contraditorios. Verissimo et al. (1997) registraram um padrdo similar ao deste
experimento, com picos de infestacao distribuidos entre primavera, veréo e outono, e
contagens mais altas nesta ultima estacdo. Por outro lado, Labruna & Verissimo
(2001), no mesmo local, observaram picos de infestacdo concentrados no inverno e
primavera, com taxas de infestagdo dos animais baixas durante o outono. Ambos os
estudos foram conduzidos h&d quase duas décadas, com temperaturas médias
predominantemente inferiores aquelas registradas no presente estudo, o que pode
explicar esta diferenca nos perfis de dindmica populacional.

Cargas parasitarias predominantemente inferiores no outono também foram
registradas em outra area de Cerrado, em uma localidade caracterizada por clima
oceanico (MARVULLO, 2014), assim como em uma area de Mata Atlantica no
estado vizinho de Minas Gerais, com clima subtropical tmido (ARAUJO, 1994). Ja
na Argentina, em uma area com clima subtropical semiarido e indices inferiores de
pluviosidade, foram observadas contagens de carrapato mais altas entre o verdo e o
outono (MOREL et al., 2017).

Apesar de apenas um pico de infestacédo ter sido detectado nos invernos do
presente estudo (final do segundo inverno), esta estacdo se mostrou favoravel as
infestacBes por R. microplus ao longo de todo o experimento. As cargas parasitérias
meédias desta estacdo superaram os verfes de ambos 0s anos e a primavera do
segundo ano de avalia¢cbes. Tais resultados estao de acordo com dados obtidos no
estado do Rio de Janeiro, em uma area de Mata Atlantica préxima ao nivel do mar
(FONSECA et al., 2005), onde as maiores cargas parasitarias foram observadas no
inverno. Isto pode ser explicado pelos invernos amenos da regido Sudeste do Brasil,

com temperaturas médias mensais, no local deste estudo, sempre acima de 20 °C.
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Esta tendéncia mundial, de invernos cada vez mais quentes, foi apontada
anteriormente como responsavel por aumentar significativamente a possibilidade de
R. microplus ser introduzido ou reintroduzido em &reas que atualmente se encontram
livres deste ectoparasito (ESTRADA-PENA et al., 2006b).

Um padrdo totalmente contrario € geralmente registrado na regido Sul do
Brasil. As condig¢8es climaticas do inverno nesta regido sdo consideravelmente mais
severas, eventualmente atingindo temperaturas negativas em algumas areas. Assim,
as cargas mais altas de carrapatos ficam limitadas a primavera e verdo (GOMES,
2009). Tal perfil populacional, com o periodo chuvoso (primavera e verao) sendo
mais favoravel ao desenvolvimento de R. microplus, foi defendido por varios anos
como sendo aplicavel a todo o territorio nacional (ROCHA, 1999). Diversas
pesquisas ao redor do mundo geralmente também associam a ocorréncia de
diversas doencas parasitarias a momentos onde a temperatura e pluviosidade estéo
mais altas, sendo este periodo favoravel a disseminacdo e sobrevivéncia dos
vetores (PATZ et al.,, 2000), associando periodos de inverno e baixa umidade
relativa com alta mortalidade larval (ESTRADA-PENA, 2015).

Mesmo com a diferenca entre as cargas parasitarias médias nos dois anos
do estudo, a dinamica populacional observada foi consistente em ambos, com cinco
distintos picos de infestacdo sendo registrados no comec¢o do outono, ao término do
outono, no inicio da primavera, no comeco do verdo e na conclusdo desta estacao.
Foi possivel determinar, assim, cinco geracfes consecutivas de carrapatos por ano.
Tal resultado esta de acordo com dados obtidos no estado de Minas Gerais, em uma
area de Cerrado com altitudes superiores a 800 metros (GOMES et al., 2016), onde
0s picos de infestacdo também se concentraram na primavera, verdo e outono, com
cinco geracgdes distintas de carrapatos sendo identificadas em um ano de estudo.

A maioria dos estudos relacionados a dinamica populacional de R. microplus
parasitando bovinos, no entanto, aponta para a existéncia de trés (CARNEIRO et al.,
1992; FONSECA et al., 1999; LIMA et al., 2000; FURLONG et al., 2003; FURLONG
& SALES, 2007; MARVULLO, 2014) ou quatro (ARAUJO, 1994; ROCHA, 1999;
KASAI et al., 2000; LIMA et al., 2000; LABRUNA & VERISSIMO, 2001; FURLONG et
al., 2003; FURLONG & SALES, 2007; PEREIRA, 2008; MOREL et al., 2017)

geracdes por ano, em uma diversidade de paises, biomas, climas e altitudes.
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Um estudo estimou que cinco geracdes de carrapatos por ano pudessem
eventualmente ser observadas na regido Norte do Brasil, onde as condi¢cdes
climaticas, predominantemente ligadas a floresta Amazoénica, seriam ideais para este
ectoparasito. Porém, as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais so6
possibilitariam a existéncia de trés ou quatro geragdes anuais (EVANS, 1992). Um
modelo computacional de simula¢des desenvolvido na Venezuela também levantou
a possibilidade de cinco gerac¢des anuais de R. microplus. Isto sé ocorreria, no
entanto, em condicdes climaticas perfeitas (HERNANDEZ-A et al., 2000).

Apesar do levantamento hipotético desta possibilidade, ou de seu efetivo
registro em apenas um ano, com bovinos periodicamente medicados (GOMES et al.,
2016), até o momento este € o primeiro trabalho que efetivamente confirma a
ocorréncia de cinco geracdes do carrapato bovino por ano, por um minimo de dois
anos consecutivos com condicdes climéticas e ambientais distintas entre si.

Nenhuma correlacao significativa foi observada entre as contagens de R.
microplus e as variaveis climéticas obtidas ao longo dos dois anos do estudo. Ainda
assim, uma tendéncia de fracas correlagcbes negativas foi observada quando
comparadas as contagens de carrapatos com pluviosidade (-0,1111) e temperatura
ao nivel do solo (-0,1437). A auséncia de correlacBes significativas entre fatores
abidticos e cargas parasitarias de R. microplus ja havia sido observada no Brasil, em
areas de Cerrado (KASAI et al., 2000) e de Mata Atlantica (FONSECA et al., 1999).

Outro estudo em uma area de transicdo entre Cerrado e Mata Atlantica
descreveu um padrdo similar de tendéncias negativas de correlacdo. Os autores
observaram que contagens mais altas de carrapatos foram obtidas nos meses de
menor temperatura e pluviosidade (SANTAREM & SARTOR, 2003). Uma simulac&o
computacional feita na Venezuela apontou para a mesma tendéncia, com contagens
menores no periodo chuvoso e aumentando na seca (HERNANDEZ-A et al., 2000).

Gomes et al. (2016) observaram uma correlagcdo positiva ndo significativa
entre cargas parasitarias e indices pluviométricos (0,39) em areas de maior altitude
do Cerrado. No entanto, o volume de chuva que registraram superou 0s volumes
observados no presente estudo, enquanto as contagens de carrapatos foram
inferiores. Estes autores obtiveram pico de 38 carrapatos em média, enquanto no

presente experimento a média maxima observada foi de 123,67 carrapatos.
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O mesmo padrédo, com correlacdo positiva fraca entre contagens de
carrapatos e indices pluviométricos (0,37), foi registrado em uma area do mesmo
bioma com altitudes préximas as do trabalho aqui relatado (MARVULLO, 2014). Ja
no bioma de Mata Atlantica, em um ponto com altitudes também semelhantes as do
presente estudo, uma correlacao positiva forte foi verificada ao comparar contagens
de carrapatos e volume de chuva (LIMA et al., 2000).

Este padrdo de correlacdes positivas foi reforcado quando avaliados os
efeitos de diferentes cenarios climaticos na aptiddo de habitats para R. microplus.
Estes autores observaram que aumentos, tanto de temperatura quanto de umidade,
aumentaram também a susceptibilidade de uma area a infestacdo por carrapatos
desta espécie (ESTRADA-PENA et al., 2006b).

Em conclusdo, € perceptivel a existéncia de informacbes conflitantes
referentes ao ciclo de vida parasitario de R. microplus em diferentes paises e
regides, notadamente no territério brasileiro. Isto é observado principalmente quando
sdo consideradas as influéncias dos fatores ambientais sobre o periodo parasitario
do ciclo deste ixodideo.

Até em locais préximos e padrao climético similar, com o passar do tempo foi
observada uma significativa mudanca na dinamica populacional. Isto refor¢ca o fato
de que o R. microplus possa estar se adaptando as mudancas climéaticas e se
tornando cada vez mais um entrave a pecuaria.

Outro sinal significativo desta possivel adaptacéo é a observacéao e definicdo
de cinco geracdes do carrapato bovino por ano. Tal possibilidade havia sido
levantada por diferentes autores em variadas simula¢cdes, mas jamais havia sido
efetivamente registrada até recentemente, sendo este estudo o primeiro a registrar
este nimero por dois anos consecutivos.

O aumento no numero de geragfes anuais de R. microplus se torna mais
alarmante quando se considera a auséncia de correlagdes significativas da fase
parasitaria deste ixodideo com as variaveis climaticas, ndo sendo esta etapa de seu
ciclo efetivamente afetada por indices de precipitacdo pluviométrica, temperatura

ambiental, temperatura diretamente na superficie do solo e umidade relativa do ar.
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CAPITULO 3 - Comparacido de trés metodologias para analise de variaveis
biolégicas da fase de vida livre de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae)

Resumo - O presente estudo objetivou a comparacdo de trés metodologias
utilizadas para a avaliagdo da fase de vida livre do carrapato bovino. Trinta
repeticbes foram feitas para cada método: gaiolas de tela metalica, tubos metalicos
ao nivel do solo e teledginas dispostas livremente na pastagem. Avaliacdes diarias
foram conduzidas, ao longo de dois anos, registrando todas as variaveis biologicas
dos carrapatos. Ao término de cada geracdo, uma nova repeticdo foi feita,
totalizando cinco geragdes consecutivas. Os resultados obtidos permitiram definir os
tubos metélicos como propicios para avaliacdo dos parametros dependentes das
teledginas (pré-postura e postura), a analise das fémeas livres em canteiros como
ideal para observacdo da fase dos ovos (incubacdo e pré-eclosdo) e o uso de
gaiolas metdlicas para obtencdo dos melhores resultados para a fase larval
(maturacdo e longevidade). As gaiolas, de forma geral, apresentaram menor
oscilacdo de valores e permitiram que um maior nimero de repeticées apresentasse
seus dados totais, evitando acéo de predadores que afetaram a obtencdo de dados
nos canteiros com fémeas livres, e nao sofrendo acdo de agentes
entomopatogénicos que interferiram nos dados obtidos pelos tubos. Ainda assim, o
ideal é a utilizacdo concomitante das trés metodologias, com numero consideravel
de repeticdes, permitindo obtencdo de valores que suportem a definicdo das
duracdes reais das variaveis biolégicas deste ixodideo em condi¢Bes de campo.

Palavras chave: Avaliacdo na pastagem; Carrapato bovino; Fase ndo parasitaria;

Gaiolas teladas; Teledginas livres; Tubos metalicos.

1. Introducéo

Na ultima década, subdividiu-se o que até entdo era conhecido como R.
microplus (LABRUNA et al.,, 2009), redescrevendo Rhipicephalus (Boophilus)
australis e diferenciando definitivamente ambas as espécies, com suporte de

evidéncias moleculares, taxonémicas e morfolégicas (ESTRADA-PENA et al., 2012).
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Desde entdo, estudos tem sido direcionados a caracterizacdo molecular
deste ixodideo, trazendo novas informacdes sobre conjuntos genéticos distintos.
Diversidades haplotipicas foram detectadas mesmo dentro do Brasil, com ao menos
duas populagbes distintas (LOW et al., 2015; CSORDAS et al., 2016). O
conhecimento da diversidade genética de R. microplus torna-se essencial para
esclarecer a distribuicdo destes grupos distintos, assim como modificacbes de sua
biologia e ecologia (ALI et al., 2016).

A dinamica populacional e o comportamento especifico de cada cepa, grupo
genético ou populacdo, vao ser distintamente influenciados pelas condi¢des
ambientais e climéticas, assim como do hospedeiro, em determinadas regides,
areas, biomas ou climas especificos, reiterando a necessidade de novas e
constantes pesquisas sobre o tema (LABRUNA & VERISSIMO, 2001).
Caracteristicas relacionadas ao ambiente e aos fatores climéaticos (temperatura e
umidade relativa do ar) sao aquelas com maior influéncia na fase de vida nao
parasitaria dos carrapatos. O proprio dinamismo da triade epidemiol6gica, mesmo
nesta etapa onde ndo estdo envolvidos os hospedeiros, permite que novos fatores
estejam constantemente modificando os padrdes destas relacbes em &areas
especificas (PFAFFLE et al., 2013).

Mudancgas no habitat e microclima, entre outros fatores, induzem assim um
impacto significativo nas caracteristicas ecolégicas dos carrapatos e dos patégenos
que transmitem (NAVA et al., 2013), assumindo papel essencial na determinacao
dos padrbes de dispersdo e crescimento populacional (TEEL et al.,1996). Cada
alteracdo em um habitat muda completamente o balanco ecolégico e o contexto no
gual cada hospedeiro, vetor ou parasito se reproduz, desenvolve e eventualmente
transmite patdgenos. Pesquisas focando na biologia e ecologia de determinados
parasitos, baseadas nas mudancas climéaticas e ambientais, se tornam necessarias
para prever o impacto de tais mudancas no ciclo de vida dos parasitos e das
doencas transmitidas pelos mesmos (PATZ et al., 2000).

Apesar da ampla gama de modelos disponiveis para prever o impacto das
mudancas climaticas sobre o0s parasitos, ainda S&80 necessarias pesquisas
especificas que avaliem cada processo do ciclo, para definir a importancia de cada
variavel ambiental em cada etapa do ciclo (ESTRADA-PENA, 2015).
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Assim, este estudo objetivou comparar trés metodologias empregadas no
estudo da ecologia e biologia de R. microplus durante seu ciclo de vida livre (nas
pastagens). Procurou também determinar os fatores que possam influenciar os
resultados em cada metodologia e, assim, propor a melhor maneira para avaliagao

desta etapa do ciclo biologico do carrapato bovino em futuros estudos.

2. Material e Métodos

A Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, FCAV/UNESP aprovou a realizacdo deste experimento
(protocolo n° 11511/14). O estudo teve duragdo de dois anos consecutivos, iniciado
em 01° de abril de 2015, préximo ao inicio do outono (dia experimental zero).

Para sua realizacdo, utilizou-se um piquete de Urochloa decumbens
localizado no Centro de Pesquisas em Sanidade Animal, CPPAR, Departamento de
Patologia Animal da FCAV/UNESP, em Jaboticabal, S&o Paulo (21° 14’ 43” Sul, 48°
17’ 03” Oeste). Esta area foi cultivada unicamente para o projeto, ndo recebendo em
nenhum momento animais (hospedeiros).

O piquete foi dividido com a utilizacdo de arames em diversos pontos de um
metro quadrado cada, distribuidos em seguida aos trés grupos de avaliacdo, 0s
quais foram caracterizados pelas diferentes metodologias comparadas: gaiolas de

tela metalica, tubos metélicos ao nivel do solo e fémeas livres na pastagem.

2.1. Grupo I: gaiolas de tela metalica

Em trinta pontos da pastagem (n = 30), que foram demarcados por gaiolas,
foi realizada a avaliagdo das teledginas em uma area significativa da graminea.
Estas fémeas puderem se comportar livremente, porém as gaiolas instaladas rente
ao nivel do solo restringiram a entrada de predadores e eventuais hospedeiros.
Estas gaiolas foram confeccionadas por uma estrutura metélica de ferro galvanizado
nas dimensdes de 60 centimetros (cm) de largura em cada um dos lados e 90 cm de
altura acima do nivel do solo, com quatro fixadores de cerca de 10 cm cada, para

manter a estrutura rente ao solo.



58

As quatro laterais (90 x 60 cm) e a parte superior (60 x 60 cm) das gaiolas
foram posteriormente revestidas por tela metélica do tipo “mosquiteiro”. Esta altura
objetivou néo interferir no crescimento da U. decumbens e na manutencdo das
larvas de carrapato em suas extremidades. Cada gaiola (Figura 1 A) recebeu 10
teledginas por repeticdo (n = 300), colocadas no solo e protegidas da luz solar em
meio & vegetacdo, com microclima adequado as mesmas (ESTRADA-PENA, 2015).

Figura 1. Materiais confeccionados para teste de duas metodologias de andlise de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus no ambiente (vida livre). A. Gaiolas
de tela metalica (90 x 60 x 60 cm). B. tubos metalicos (4,5 x 1,5 cm).

2.2. Grupo IlI: tubos metélicos ao nivel do solo

Os trinta pontos seguintes (n = 30) da pastagem experimental receberam
pequenos tubos confeccionados de tela metalica (Figura 1 B). Foi utilizada tela com
39 malhas por centimetro linear, soldada no formato de um cilindro com 45

milimetros (mm) de comprimento por 15 mm de diametro.
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Cada cilindro tinha a extremidade superior vedada pela mesma tela e a
inferior fechada por uma rolha de cortica, utilizada para a visualizagdo do seu
conteudo e conducéo das analises. Os tubos receberam uma unica teledgina cada
(n = 30), sendo os mesmos entdo dispostos horizontalmente ao nivel do solo,
protegidos da luz solar pelo microambiente criado pela base da prépria graminea,
propicio ao desenvolvimento dos ixodideos (ESTRADA-PENA, 2015).

2.3. Grupo llI: teledginas dispostas livremente na pastagem

Os trinta pontos remanescentes (n = 30) foram “infestados” livremente com
10 teledginas cada (n = 300). Todas as teledginas destes pontos foram dispostas no
ponto central de cada canteiro, demarcado por uma estaca de madeira.

Nesta metodologia foi permitida livre locomocdo das fémeas, sem restringir
também a acdo de predadores presentes na area do experimento. Partindo do ponto
central, os canteiros eram avaliados como um todo em cada data experimental. As
fémeas de R. microplus utilizadas para a infestacdo destes pontos, assim como nas
gaiolas, também foram protegidas da luz solar pela propria vegetagdo, em um

microclima propicio ao seu desenvolvimento (ESTRADA-PENA, 2015).

2.4. AvaliacBes das variaveis biolégicas do carrapato bovino

As observacgdes dos canteiros foram realizadas diariamente com o auxilio de
lupa binocular com aumento de duas vezes, evitando-se movimentos bruscos
(OLIVEIRA et al.,, 1974). Destas avaliacbes diarias foram obtidas as variaveis
bioldgicas que compdem a fase de vida ndo parasitaria de R. microplus.

Esta etapa do ciclo do carrapato bovino (vida livre) pode ser dividida
didaticamente em duas grandes etapas: a fase de fémeas e ovos, antes da ecloséo
da préxima geracdo de ixodideos, e a fase larval, até que estas encontrem um
hospedeiro e déem continuidade ao ciclo. Definiu-se toda a fase de fémeas e ovos
no ambiente como periodo de pré-eclosdo (PE). Este € o tempo compreendido
desde a soltura das teledginas na pastagem até a observagdo das primeiras larvas
(PFAFFLE et al., 2013). Tal periodo englobou, assim, as variaveis bioldgicas de pré-

postura (PP), postura (PO) e incubacédo dos ovos (INC).



60

O periodo de pré-postura foi considerado como o tempo decorrido entre a
soltura das teledginas e o inicio da oviposicao. Até a visualiza¢do do primeiro ovo de
cada fémea, as observacfes foram realizadas diariamente. A duracao da variavel da
postura foi compreendida desde a observacéo do primeiro ovo de cada fémea, até
que esta viesse a produzir seu ultimo ovo. A incubacéo foi definida como o tempo
transcorrido entre o primeiro dia da postura e a observacédo da eclosdo da primeira
larva oriunda daquela massa de ovos (SANTAREM & SARTOR, 2003).

A fase larval inicia-se neste momento, primeiramente com o tempo até que
as larvas atinjam plena capacidade infestante, demonstrada por meio do
geotropismo negativo, denominado periodo de maturacdo. Em seguida foi
observada a longevidade, até que a ultima larva de uma massa de ovos morra. Para
a longevidade das larvas (LONG), o espaco de tempo entre a deteccdo da primeira
larva de uma progénie e o desaparecimento da Ultima larva foi considerado. As
larvas foram detectadas por meio de observacbes visuais e tacteis, até o
desaparecimento destas na extremidade das gramineas, ou a mortalidade em todos
os tubos (PEREIRA, 2008). No caso das teledginas livres (61-90) ou em gaiolas (01-
30), sua deteccdo contou com auxilio de uma flanela branca passada pelo canteiro.
Larvas detectadas desta forma eram devolvidas a pastagem (PANDA et al., 1992).

Das duragbes obtidas para cada variavel, nos 30 canteiros de uma
metodologia, foram calculados os valores médios destas em cada geracdo. No caso
das gaiolas (01-30) e fémeas livres (61-90), a duracdo de cada variavel para cada
canteiro foi calculada pela média obtida das 10 fémeas utilizadas nestes pontos.

Em todas as datas de observacdo foi realizada a captura de possiveis
predadores presentes nos canteiros experimentais, sendo os mesmos fixados
individualmente em alcool 70°. Quaisquer espécies de artrépodes que pudessem
predar os carrapatos foram capturadas e registradas, buscando estimar o possivel
impacto deste fendbmeno sobre os dados obtidos por cada metodologia.

Todo o processo observacional iniciado com a soltura das teledginas,
denominado repeticdo ou geracgdo, foi realizado consecutivamente ap0s a morte das
tltimas larvas. Esta sucessdo de geracdes objetivou definir a variacdo dos
parametros reprodutivos de R. microplus ao longo do ano, além do namero real de

geracgdes anuais deste ixodideo observadas ao longo dos dois anos de estudo.
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Assim que as ultimas larvas de uma repeticdo desapareceram da pastagem,
uma nova seérie foi iniciada com a soltura de novas teledginas em todos os 90

canteiros experimentais (n = 630 teledginas por repeticao).

3. Resultados

Os valores médios obtidos para cada varidvel biolégica, nas 30 repeticbes
de cada metodologia (grupo I: gaiolas de tela metélica; grupo II: tubos metalicos ao
nivel do solo; grupo lll: tele6ginas dispostas livremente nas pastagens), em cada
uma das repeticbes conduzidas no campo (geracdes), estao expressos na Tabela 1.

Outro fator considerado como parametro de comparacdo entre 0s trés
grupos experimentais foi o0 numero de pontos de avaliacdo (canteiros) que obtiveram
apenas resultados parciais. Nos casos de dados parciais em uma repeticao, nao foi
possivel neste canteiro o célculo de todas as variaveis bioldgicas. Tais valores estdo
expressos de forma percentual na Tabela 1.

Os menores periodos de pré-postura e as posturas mais longas foram
registrados nos tubos metalicos, seguidos pelos canteiros com fémeas livres. As
incubacdes e periodos de pré-eclosdo mais curtos foram observadas principalmente
em canteiros onde as teledginas foram dispostas livremente, seguidas daqueles com
gaiolas teladas. Ja as maturacdes mais céleres das larvas e as maiores
longevidades das mesmas foram registradas em canteiros onde 0s carrapatos
estavam protegidos por gaiolas de tela metélica.

Ao considerar as duracdes médias durante todo o periodo observacional,
nao avaliando separadamente as geracdes, houve alguma variacdo neste perfil.
Neste caso as gaiolas apresentando os melhores valores para incubacado, pré-
eclosdo e longevidade; os tubos se mantiveram destacados para pré-postura e
postura; os canteiros com fémeas livres demonstraram melhores valores para a
maturacdo das larvas. As gaiolas foram aquelas que indicaram menores amplitudes
para os periodos de pré-postura, incubacéo e pré-eclosdo. As menores oscilacdes
das durac¢fes da postura, maturacao e longevidade foram observadas nos canteiros

com fémeas dispostas livremente.



Tabela 1. Valores médios, desvios padrdo e amplitude de cada variavel biolégica avaliada, além do percentual de dados
parciais, em cada uma das repeticdes em canteiros com fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Geragdesirepeticdes consecutivas ao longo de dois ancs

- Média dos dois anos (723 dias)
Varidveis  Metodologia Geragiio 1 (183 dias} Geraclio 2 (127 dias) Geracio 3 (159 dias) Geragio 4 (152 dias) Geraclo 5 (102 dias)
phascats Bgis Desvio Desvio Desvio Deswio Desvio Deswio
Media padrio Amplitude Madia padrio Amplitude  Media padrio Amplitude  Média padréio Amplitude  Media padrio Amplitude  Média padiso Amplitude

Gaiolas 450 1,39 6,00 430 158 8,00 301 095 333 356 0,76 350 248 0,16 1,00 356 132 8,00

P"‘?g:;““ Tubos 257 090 300 477 128 8,00 263 135 400 270 053 200 230 047 1,00 299 132 9,00
Livies 320 1,74 750 400 1,37 7,00 2,88 1.1 4,00 453 083 400 1,47 0,41 2,00 321 1,58 9,00
Gaiolas 2539 326 1500 990 539 2150 1002 397 1600 1070 357 1243 784 1,29 470 1285 735 3100
F:f;‘;)‘ Tubos 2654 1065 4000 1383 B4 3100 1850 513 1700 2008 55 2300 1140 458  1B00 1798 875 4600
Liwes 1835 501 1600 560 355 1300 748 485 1750 1386 373 1634 1460 249 1090 1178 584 27,00
Gaiolas 4512 440 215 3006 575 2050 28686 130 500 5087 498 2300 2588 154 550 3551 1108 4200
'"c(‘::g" Tubos 4681 424 2000 3920 893 3300 2837 152 500 5564 790 4000 3229 724 1900 3991 1184 5000
Lives 4313 351 1000 2030 B14 1800 2666 154 600 7284 634 2750 2526 419 2100 3850 1982 67,00
Gaiolas. 5068 322 1100 3872 361 2000 2987 1,04 500 5443 477 2300 2838 155 550 3966 11,19 4200
préigad:)séo Tubos 4927 448 2200 4390 B48 3300 3100 151 600 5840 777 3900 3461 716 1900 4278 1184 5100

Livres 47,38 472 15,00 33,00 6,80 23,00 2954 1,23 5,50 77,04 620 27,00 28,72 423 21,00 4021 19,98 67,00
Gaiolas 912 583 25,00 279 1,01 4,00 288 0,886 4,00 6,74 4,42 2450 444 145 5,50 5,08 401 27,00

Metrucio Tubos 865 392 16,00 705 521 20,00 590 228 7,00 11,96 6,30 2400 946 458 20,00 857 495 26,00

(dias)
Livres 540 203 6,00 323 1.52 7,00 306 0,66 267 6,14 198 7,00 529 312 1533 448 237 15,32
Gaiolas 108,00 8,84 38,00 70,62 12,05 54,00 938,65 18,01 49,00 84,69 951 40,70 46,16 15,34 51,00 80,78 2541 108,50
Longevidade Tubos 91,48 2599 105,00 3184 2327 78,00 7548 2131 86,00 52 80 1683 61,00 3344 19,08 55,00 58 84 3133 130,00

(dkas)
Lvies 10150 1073 3700 5957 1092 4000 8192 416 1450 4488 1157 4500 5058 1101 4920 6257 1968 9900
Gaiolas 158,68 8,69 36,00 107,34 11,16 53,00 12852 1815 48,00 139,12 788 32,00 7452 1513 49,00 12045 31,35 125,00
Tg’:l‘:;?; y_ Tubos 13723 3061 12300 7300 2187 8400 10397 2436 11000 11120 1349 5100 6650 1604 6300 9965 3379 14900
Liies 14888 1159 3700 9257 1039 3700 11147 354 900 12168 815 2700 7730 989 5100 10303 2211 12000
Gaiolas 16,67 13,33 0.00 0,00 0,00 6,00
Percentuais  Tubos 2333 26,67 333 16,67 1667 19,33
de obte : :
e s 7333 30,00 0,00 16,67 0,00 24,00
paraais :
Média total :
oteiedcad an7e 26,61 11 1,11 5,56 16,44

9
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Durante os dois anos do estudo foram registrados as seguintes quantidades,
por ordem, de espécies potencialmente predadoras de carrapatos: 15 aranhas
(Ordem Araneae); sete centopeias e lacraias (Ordem Spirobolida); cinco tesourinhas
(Ordem Dermaptera); quatro formigas (Ordem Hymenoptera); seis besouros (Ordem
Hemiptera); um escorpido (Ordem Scorpiones); um opilido (Ordem Opiliones); um
cupim (Ordem Dictyoptera; responsaveis pelo enterramento dos ovos) e trés insetos
sem identificacédo, totalizando 43 artropodes predadores.

Um roedor nao identificado, roedores maiores (género Cavia spp), lagartos
(género Tupinambis spp) e aves (ordens Passeriformes, Columbiformes,
Cuculiformes, Piciformes e Psittaciformes) foram observados. A efetiva predacéo foi

constatada visualmente por aranhas, formigas, escolopendras e forficulideos.

4. Discussao

O presente estudo focou em comparar trés diferentes metodologias
utilizadas para avaliar diretamente a fase néo parasitaria de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. A cepa de carrapatos utilizada para este experimento,
denominada cepa CAMPO, é mantida no centro de pesquisas (CPPAR) ha pelo
menos cinco anos, sendo caracterizada por distintos graus de resisténcia a
diferentes acaricidas, como as lactonas macrociclicas (LOPES et al., 2013; LOPES
et al., 2014; CRUZ et al., 2015; GOMES et al., 2015) e o fluazuron (CRUZ et al.,
2014; MACIEL et al., 2016).

O periodo que os carrapatos passam no ambiente é responsavel por
determinar a duracdo de seu ciclo e 0 consequente numero de geracdes anuais
(MASTROPAOLDO et al., 2017). Nesta fase de vida livre, € possivel identificar sinais
indicativos da adaptacao deste parasito as mudancas climaticas, além de determinar
quais fatores ecoldgicos impactam mais significativamente sua biologia. Este periodo
de seu ciclo também tem se mostrado de extrema relevancia quando se considera o
manejo da resisténcia por meio de metodologias variadas, tais como utilizacdo de
acaricidas no ambiente, rotacdo de pastagens, uso de técnicas de refugia,
impedimento da entrada de novos individuos resistentes em uma populacéo, entre
outras técnicas (ABBAS et al., 2014; GUERRERO et al., 2014).
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Considerando o perfil ideal de todas estas variaveis individuais no ciclo
completo de vida livre do carrapato, uma pré-postura mais longa, aumentando as
chances da teledgina ser predada antes de comecar a oviposicdo, e uma postura
menor, indicando sua potencial interrupcdo precoce, sao fatores prejudiciais a
manutencdo do mesmo (SANTAREM & SARTOR, 2003). Os prolongamentos dos
periodos de incubacdo dos ovos e de pré-eclosdo como um todo sdo também
deletérios, assim como um maior tempo de maturacéo larval, ou seja, uma demora
até que estas consigam infestar seus hospedeiros. O ideal € a eclosdo mais breve
das larvas, buscando imediata infestacdo de novos hospedeiros e formagéo de uma
nova geracao de carrapatos (BRIZUELA et al., 1996; PEREIRA, 2008).

A longevidade muito curta das larvas também é decididamente negativa para
o ciclo de R. microplus. Mesmo que na medida em que as larvas ficam expostas no
ambiente suas reservas energéticas vao se esgotando, diminuindo seu poder de
fixacdo, em regibes ou épocas do ano de menor disponibilidade de hospedeiros
(taxas de encontro reduzidas), quanto mais as larvas sobrevivem, maior a chance de
se efetivamente encontrarem um hospedeiro e se fixarem a ele, dando continuidade
ao seu ciclo biolégico (FURLONG et al., 2002).

Tanto as gaiolas quanto as fémeas livres mantiveram as teledginas em
condigcbes mais proximas ao que estas efetivamente enfrentam em ambientes
naturais quando comparadas aos tubos, permitindo o habito de enterramento das
fémeas, além da possibilidade de se agruparem para realizar a postura. Tais habitos,
ja indicados como responsaveis por maior longevidade larval (PANDA et al., 1992),
foram amplamente observados no presente estudo, em diversas repeticoes. Estes
pontos podem explicar a oscilagdo menor nos resultados destas metodologias.

A predacdo dos carrapatos por artropodes, aves e roedores é fator
conhecido ha mais de um século como prejudicial a manutencédo do ciclo destes
ixodideos no ambiente, assim como da manutencéo de suas populacdes (HUNTER
& HOOKER, 1907). E muito comum que sejam estudada, como forma alternativa de
auxiliar o controle de R. microplus, a introducéo de diversos artropodes no ambiente,
tais como aranhas, formigas, dipteros e forficulideos (VERISSIMO, 2013). Todos
estes foram encontrados na pastagem ao longo dos dois anos de avaliagdo, com

alguns deles sendo observados efetivamente predando os carrapatos.
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A interferéncia de predadores na analise da fase de vida livre do carrapato
bovino foi registrada também por Pereira (2008). Este autor ndo conseguiu observar
larvas nos canteiros durante boa parte de seu experimento, associando este fato a
predacdo de ovos e fémeas por formigas, sem ter observado quaisquer vestigios de
nenhum outro predador em potencial. Brovini et al. (2003) também relataram a
presenca de predadores em seu estudo, mas identificaram somente um coledptero
da familia Lampyridae (vagalume) e uma espécie de forficulideo.

O maior impacto da predacdo no presente experimento foi observado ao
longo do outono, na primeira geragao, sendo mais significativo em canteiros onde as
fémeas eram dispostas livremente. Um perfil diferente de sazonalidade da predacéo
foi registrado por Brovini et al. (2003), com indices de predacdo e mortalidade de
fémeas mais altos registrados ao longo do verdo. Nesta repeticdo, 22 dos 30
canteiros com fémeas livres e cinco dos 30 canteiros protegidos por gaiolas
apresentaram apenas dados parciais, relacionados a acao dos predadores. Nenhum
indicio de roedores, aves ou répteis foi observado dentro das gaiolas.

Apesar das gaiolas teladas serem fixadas rentes ao solo, em alguns pontos
a barra ndo acompanhava com exatiddo a superficie, permitindo a entrada de
artropodes. Ainda assim, a reducédo da predacdo nas mesmas foi observada, quando
comparadas aos canteiros livres, na 12, 22 e 42 geragOes. Na 32 e 52 geracOes nao
foi observada predacéo de teledginas ou ovos em nenhum canteiro.

Obviamente, a predacédo de teledginas ndo impactou os resultados obtidos
pelos tubos metélicos, onde as fémeas se encontravam protegidas de quaisquer
seres macroscopicos. Nem mesmo formigas menores foram capazes de adentar os
tubos. Em apenas um momento, um roedor carregou um destes para fora de seu
canteiro de origem, roendo parcialmente sua tampa. Ainda assim, o tubo
permaneceu fechado e sua teledgina continuou a postura normalmente.

Porém, os tubos apresentaram pontos com dados parciais em todas as
geracdes, ao longo dos dois anos do experimento. Quando a fase de pré-ecloséo
situou-se na primavera (segunda geracgéo), foram os canteiros desta metodologia
que apresentaram o maior numero de dados parciais (11 de 30 repeticdes),
possivelmente relacionado ao alto indice pluviométrico apresentado no decorrer

desta repeticéo, que levou a proliferacao de diferentes fungos nos tubos.
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Colonias de fungos foram efetivamente observadas neste experimento em
grande parte dos tubos. Estas nem sempre interferiram no desenvolvimento dos
carrapatos e ocorreram em todas as geracfes, mas com maior incidéncia nos
periodos chuvosos. Algumas espécies de fungos, predominantemente Metarhizium
anisopliae e Beauveria bassiana, sdo reconhecidamente capazes de colonizar os
carrapatos, agindo principalmente nas teledginas (GARCIA et al., 2011).

A observacdo de algumas variedades de fungos no presente estudo de
forma mais intensa e frequente ao longo dos periodos mais chuvosos do ano, esta
de acordo com o descrito por GARCIA et al. (2011), que registrou a alta influéncia
dos fatores abidticos sobre populacdes fungicas, principalmente a umidade relativa
do ar, diretamente relacionada aos indices de precipitacao pluviométrica.

De forma geral, o maior volume de dados parciais, ou seja, repeticbes onde
o carrapato bovino nédo foi capaz de completar seu ciclo de vida livre, foi registrado
para os canteiros com fémeas livres, seguidos pelos tubos metélicos, com o menor
percentual sendo registrado em canteiros protegidos por gaiolas de tela metélica.

Baseando-se nos parametros biolégicos que foram previamente descritos
como ideais para o ciclo biologico do carrapato bovino, foi possivel concluir que, de
forma geral, os tubos metalicos sdo melhores para se avaliar a fase dependente das
fémeas no ambiente, ou seja, pré-postura e postura. Isto pode ser explicado
principalmente pela prevencao da acéo de predadores, ao proteger as teledginas de
forma individual em uma estrutura fechada.

Este fator talvez explique porque tal método de avaliagdo € o mais utilizado
na literatura, seja com tubos metéalicos idénticos aos deste estudo (SNOWBALL,
1957; OLIVEIRA et al., 1974; PANDA et al., 1992; BRIZUELA et al., 1996; PEREIRA,
2008; DE BARROS et al., 2017; MASTROPAOLO et al., 2017) ou técnicas similares
de protecdo individual das teledginas (PANDA et al., 1992; FURLONG et al., 2002;
BROVINI et al., 2003; SANTAREM & SARTOR, 2003).

Os canteiros com fémeas de R. microplus mantidas livres, apesar de pouco
utilizados na literatura (MAGALHAES & LIMA, 1992; BROVINI et al., 2003;
PEREIRA, 2008), geraram os melhores resultados para avaliagdo dos periodos de
incubacdo e pré-eclosdo. No entanto, o efeito deletério da predacdo sobre estes

pontos prejudicou a obtencéo de todos os dados referentes ao ciclo deste ixodideo.
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J4 as gaiolas de tela metalica proporcionaram os melhores valores na
avaliacdo da fase larval, mais especificamente maturacdo e longevidade das
mesmas. Metodologia idéntica ao que foi empregado nestes pontos do presente
estudo néo foi encontrada na literatura, mas outras formas de proteger os canteiros
sem interferir nos habitos das teledginas, permitindo liberdade destas dentro da area
experimental, ja foram utilizadas (PANDA et al., 1992; PEREIRA, 2008).

Em suma, considerando menor oscilacdo dos dados obtidos para cada
variavel e o menor indice de pontos que apresentaram apenas dados parciais,
conclui-se que as gaiolas utilizadas, confeccionadas com barras de aco galvanizado
e recobertas com telas metalicas do tipo “mosquiteiro”, com 90 centimetros de altura
e 60 centimetros em cada lateral, sdo responsaveis por permitir a avaliacdo mais
fidedigna da fase de vida ndo parasitaria do carrapato bovino no ambiente.

No entanto, independente de qual a melhor metodologia para cada variavel
bioldgica avaliada em separado, ou para analisar o ciclo completo de R. microplus
na sua fase de vida livre, o presente estudo reforca a conclusdo de que o ideal &
sempre utilizar as trés metodologias de forma concomitante. Todas as metodologias
em conjunto, com um numero consideravel de repeti¢cdes, permite consisténcia dos
dados obtidos, diminuindo o impacto de eventuais dados parciais e obtendo valores
médios fidedignos e préximos da realidade observada a campo. Novos estudos
devem ser conduzidos reforcando estas inferéncias ao comparar as trés
metodologias em diferentes condi¢cdes climaticas, biomas, pastagens, climas e

altitudes.
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CAPITULO 4 - Dinamica populacional, aspectos ecoldgicos e bioldgicos do
ciclo de vida livre de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae) em uma regido de clima

tropical com estacao seca

Resumo — O objetivo deste estudo foi a observacdo, ao longo de dois anos
consecutivos, das variaveis biologicas envolvidas no ciclo de vida livre do carrapato
bovino em uma regido de clima tropical de savana (Aw) e bioma de Cerrado.
Fémeas ingurgitadas de R. microplus foram dispostas em 90 canteiros de Urochloa
decumbens divididos em trés metodologias de avaliacdo: gaiolas teladas, tubos
metalicos e teledginas dispostas livremente na pastagem. Observacdes diarias
destas fémeas permitiram registrar as suas variaveis biologicas (pré-postura,
postura, incubacao, pré-eclosdo, maturacao, longevidade e duracédo total do ciclo),
correlaciona-las com variaveis ambientais (temperatura ambiental e sobre a
superficie do solo, umidade relativa do ar e pluviosidade) e definir o0 nimero de
geracdes anuais. Foram observados periodos de pré-postura, incubacédo dos ovos,
tempo até eclosdo larval e até o amadurecimento das mesmas, mais curtos no
periodo chuvoso (primavera e verao), enquanto a postura dos ovos e a longevidade
das larvas no ambiente foram maiores durante o outono e inverno (periodo de seca),
com a duracdo total da fase de vida ndo parasitaria deste ixodideo sendo maior
durante a estacdo seca e com temperaturas amenas deste trabalho. Foram
detectadas correlacées predominantemente negativas entre as variaveis da fase de
vida livre do carrapato bovino com as variaveis climaticas, exceto por uma
correlacdo positiva entre pré-postura e indices pluviométricos. Foi registrada uma
meédia de 5,2 geracdes anuais de R. microplus, oscilando entre minimo de 2,6 e
maximo de 8,3 geracdes, em uma regido de Cerrado caracterizada por clima tropical
com estacao seca (Aw), onde 0 outono se mostrou como a estacao mais propicia ao

desenvolvimento de R. microplus no ambiente.

Palavras chave: Carrapato bovino; Clima tropical de savana; Fase ndo parasitaria;

Geracgdes anuais; Sazonalidade; Variaveis climaticas.
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1. Introducéo

Dentre os artropodes ectoparasitos de bovinos, principalmente dipteros e
acaros, se destaca o Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888),
responsavel por prejuizos anuais estimados em 3,24 bilhdes de dolares no Brasil
(GRISI et al., 2014). O conhecimento de fatores ecolégicos e biolégicos deste
ixodideo se torna cada vez mais importante, pois permite definir os pontos
vulneraveis de seu ciclo e, assim, estabelecer estratégias eficazes de controle.

Neste contexto, ressalta-se o0 avanco das mudancas climaticas ao redor do
planeta, associado a redescricdo de Rhipicephalus (Boophilus) australis em variados
paises da Oceania e Asia (LABRUNA et al., 2009; ESTRADA-PENA et al., 2012) e &
deteccdo de diversidade genética de R. microplus em diversas areas distintas. Tal
diversidade existe inclusive dentro territorio brasileiro, sendo identificados dez
haplétipos distintos, indicando que R. microplus pode estar se dividindo em pelo
menos duas populacdes (CSORDAS et al., 2016).

Todos estes fatores ampliam a necessidade de estudos que busquem
esclarecer a distribuicdo destes haplétipos diversos, diferenciar ecologicamente R.
microplus e R. australis, e conhecer o impacto das mudancas climaticas na sua
distribuicdo geografica (ALI et al., 2016). O comportamento destes ixodideos é
influenciado por fatores ambientais em determinadas situacdes e areas especificas,
reforcando a necessidade de novas e constantes pesquisas (LABRUNA &
VERISSIMO, 2001). O dinamismo deste sistema indica que novas variaveis estao
constantemente modificando a epidemiologia dos carrapatos (PFAFFLE et al., 2013).

Os principais fatores de influéncia na fase de vida ndo parasitaria dos
ixodideos em geral sdo aqueles relacionados ao ambiente, como a vegetacao,
altitude e topografia, e principalmente as varidveis climaticas, em especial
temperatura e umidade relativa do ar e do solo (NAVA et al., 2013). Modificagdes no
habitat possuem impacto significativo na dinamica da ecologia dos carrapatos, assim
como dos patdgenos transmitidos por estes, com caracteristicas espaciais Unicas de
cada ambiente ou local assumindo papel essencial na determinacdo dos padrdes de

dispersao e crescimento populacional do parasito (TEEL et al.,1996).
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Cada alteracdo ambiental, seja causada por fenbmenos naturais ou pela
intervencdo direta do homem, muda completamente o balanco ecolégico e o
contexto no qual cada hospedeiro, vetor ou parasito se reproduz, desenvolve e
transmite patégenos (OGDEN & LINDSAY, 2016). Um aprofundamento constante
das pesquisas focando na biologia e ecologia de determinados parasitos, baseadas
nas mudancgas climaticas e ambientais, se torna necessario, buscando gerar
modelos que possam prever o0 impacto de tais mudancas no ciclo de vida dos
parasitos e das doencas que transmitem (PATZ et al., 2000).

Apesar da ampla gama de modelos disponiveis para prever o impacto das
mudancas climaticas sobre o carrapato bovino, ainda sao necessarias pesquisas
especificas que avaliem cada processo biolégico, visando definir a importancia de
cada variavel ambiental em cada etapa do ciclo (ESTRADA-PENA, 2015).

Baseado no que foi exposto, o presente estudo teve como objetivo a
atualizacdo dos valores das variaveis biolégicas do ciclo de vida néo parasitaria de
R. microplus. Tais variaveis foram analisadas frente as mudancas climéticas e
ambientais presenciadas com o passar dos anos, correlacionando-as com os fatores
ambientais. Também teve como objetivo avaliar o desenvolvimento da fase de vida
livre deste ixodideo em condi¢cdes controladas, visando demonstrar o completo
potencial das amostras de teledginas, agindo como um controle positivo.

Especificamente, objetivou-se: determinar o periodo de pré-eclosdo e de
suas etapas (pré-postura, postura e incubacdo) no campo; conhecer o tempo de
amadurecimento larval e a longevidade de larvas em pastagem livre de hospedeiros
bovinos; avaliar todas estas variaveis também em condi¢des laboratoriais, ao longo
de dois anos consecutivos; tracar correlacbes entre cada varidvel biolégica e os
fatores ambientais; estimar o numero de geracbes anuais de R. microplus na

localidade avaliada por meio de célculos baseados nas variaveis obtidas.

2. Material e Métodos

Este estudo foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, FCAV/UNESP de Jaboticabal,

sendo aprovado (protocolo n° 11511/14) antes do inicio de quaisquer etapas.
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2.1. Local

O trabalho foi realizado no municipio de Jaboticabal, mesorregido de
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, mais especificamente na longitude 48° 17' 03" Oeste,
latitude 21° 14' 43" Sul, com altitude média de 583 metros (JABOTICABAL, 2010).
Este local possui clima pertencente ao tipo Aw (tropical com estacéo seca, tropical
umido ou tropical de savana), seguindo a classificacdo climatica de Képpen (ANDRE
& GARCIA, 2015). Caracteriza-se por precipitacdo média anual de 1405,2 mm?3 e
temperaturas médias entre 29,7 °C e 16,9 °C (CEPAGRI, 2014).

O estudo foi conduzido no periodo de dois anos consecutivos, em pastagem
de Urochloa decumbens, espécie predominante em todo o pais, adaptando-se as
mais variadas condi¢des de solo e clima (CRISPIM & BRANCO, 2002). O dia inicial
do experimento foi 01° de abril de 2015, proximo ao inicio do outono, definido como
dia experimental zero.

O piquete utilizado foi formado especificamente para este projeto, em solo
classificado como Latossolo Vermelho-Escuro, com textura argilosa e relevo plano
(ANDRIOLI & CENTURION, 1999). O mesmo foi situado dentro do Centro de
Pesquisas em Sanidade Animal (CPPAR), localizado na Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV), campus da Universidade Estadual Paulista “Jdlio de
Mesquita Filho”, UNESP. Todas as etapas laboratoriais deste experimento foram

conduzidas no CPPAR, que possui a infraestrutura e os laboratorios necessarios.

2.2. Coldnia de carrapatos e manutencéo da cepa

A cepa de carrapatos utilizada no estudo foi obtida no Centro de Pesquisas
em Sanidade Animal (CPPAR), sendo mantida no referido Centro por periodo
superior a cinco anos antes do inicio deste trabalho. Esta colénia, denominada cepa
CAMPO, é caracterizada por distintos graus de resisténcia a diferentes acaricidas,
como as lactonas macrociclicas (LOPES et al., 2013; LOPES et al., 2014; CRUZ et
al., 2015; GOMES et al., 2015) e o fluazuron (CRUZ et al., 2014; MACIEL et al.,
2016). Foi iniciada a partir de teledginas obtidas de bovinos mesticos naturalmente

infestados, oriundos de propriedades rurais de Formiga, Minas Gerais.
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Esta cepa foi utilizada para infestacdo de dois bovinos mesticos (Bos taurus
X Bos indicus) mantidos em baias do tipo “Stall Test”, com piso frestado de ferro, que
permite a lavagem diaria das mesmas para colheita das teledginas. Para a
infestacdo dos animais, cerca de 5.000 larvas, entre 14 e 21 dias de idade, foram
distribuidas ao longo do dorso de cada animal, sendo os bovinos previamente
contidos com o auxilio de um cabresto de corda durante periodo de duas horas, para
evitar a autolimpeza. As teledginas desprendidas destes animais foram usadas para
avaliacdo da fase de vida livre deste ixodideo.

Os bovinos utilizados para manutencdo da cepa CAMPO, no presente
estudo, eram oriundos de rebanho sabidamente susceptivel ao R. microplus, com
idade entre seis e 12 meses. Estes animais receberam alimentacdo balanceada
(silagem de milho e racdo comercial) no cocho, com fornecimento de agua mineral
ad libitum, ndo sendo previamente tratados contra ectoparasitos por periodo minimo
de 90 dias antes do inicio de suas infestacdes.

Os animais experimentais foram substituidos sempre que se observou
consideravel queda na producéao de teledginas, um indicativo de aquisicao parcial de
resisténcia, ou sempre que, por qualquer motivo, foi detectado algum risco a sua
saude, principalmente devido a alta carga parasitaria desencadeada pelas
infestacdes.

2.3. Avaliacédo da fase de vida livre do carrapato

Todas as teledginas selecionadas foram previamente pesadas, devendo
superar a marca de 150 miligramas (mg), tendo em vista que fémeas de carrapatos
com peso inferior apresentam indices significativamente menores de conversdao em
ovos (OLIVEIRA, 1979; ROCHA et al., 1985; BORGES et al., 2001).

O piquete de U. decumbens utilizado foi cultivado apenas para a realizagao
deste experimento, ndo recebendo em nenhum momento quaisquer animais. Apoés a
formacdo da pastagem, toda a area foi cercada, evitando livre acesso de pessoas e
animais. O piquete foi entdo dividido, por meio de arames, em pontos de
aproximadamente um metro quadrado cada (1 m?2). Estes pontos foram em seguida

distribuidos aos grupos de avaliacdo na forma de trés blocos de andlises.
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Trinta pontos da pastagem (1 a 30) foram demarcados por gaiolas
confeccionadas com armacao de ferro e tela metalica (60 cm x 60 cm x 90 cm).
Cada uma destas gaiolas recebeu 10 teledginas (n = 300), colocadas diretamente no
solo e protegidas da luz solar em meio a vegetacdo (ESTRADA-PENA, 2015).

Os trinta pontos seguintes (31 a 60) receberam tubos confeccionados de tela
metélica com minimo de 39 malhas por centimetro linear, medindo 45 mm de
comprimento por 15 mm de diametro, fechados em uma das extremidades por uma
rolha de cortica, para visualizacdo de seu contetdo (OLIVEIRA et al., 1974). Cada
tubo recebeu uma Unica teledgina (n = 30) e foi disposto horizontalmente no solo,
sendo protegido da luz solar pela propria graminea (ESTRADA-PERNA, 2015).

Os ultimos trinta pontos selecionados para as avaliacfes experimentais (61
a 90) foram infestados livremente com 10 teledginas cada (n =300), depositadas no
solo préximo a uma estaca que demarcava o ponto central do canteiro. Estas
fémeas de R. microplus também foram protegidas da luz solar pela prépria
vegetacdo (BROVINI et al., 2003; ESTRADA-PENA, 2015).

Dentre os pontos restantes, ndo utilizados diretamente para as avaliacdes,
aqueles adjacentes a cerca limitrofe do piquete foram mantidos sempre livres de
carrapatos, agindo como margem de segurancga para evitar possiveis interferéncias
externas. Outros pontos remanescentes foram mantidos para servir como reserva,
caso, por algum motivo, os pontos utilizados fossem danificados ao longo das séries
consecutivas de avaliacoes.

O experimento foi iniciado no dia zero, 01° de abril, quando 630 teledginas
foram selecionadas para compor a primeira geracdo de carrapatos. As observacoes
foram conduzidas com o auxilio de lupa binocular (OLIVEIRA et al., 1974), sendo os
canteiros avaliados diariamente até o comec¢o da postura pelas teledginas. A partir
do inicio da oviposicéo, os canteiros foram avaliados trés vezes por semana, visando
a deteccdo das outras etapas cruciais para determinacdo da duracdo de cada
variavel biologica: observacéo do fim da postura; inicio da ecloséo das larvas; fim da
eclosdo; amadurecimento das larvas (geotropismo negativo), sobrevivéncia das
larvas e conclusdo do ciclo, com a morte da ultima larva em cada ponto. Destas
avaliacdes, foram obtidas as variaveis biologicas de toda a fase de vida nao

parasitaria de R. microplus, como ilustrado na Figura 1.



79

Soltura das
teledginas

Morte das Visualizagdo
ultimas do primeiro
larvas

Legenda:

1 = Pré-Postura
2 =Postura

3 = Incubacdo

Tér_rnino da 4 = Pré-Eclosdo

ovipostura

Geotropismo
negativo das
larvas

5 = Maturagao
6 = Longevidade
7 = Duragao Total

Eclosdo da
primeira
larva

* = |nicio de nova
repeticao,
consecutivamente.

Figura 1. Diagrama do ciclo de vida livre de Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
com identificacdo dos pontos e periodos do ciclo do carrapato utilizados
para a determinacéo das variaveis bioldgicas.

O presente estudo definiu como pré-ecloséo (PE) todo o espaco de tempo
compreendido entre a soltura das teledginas, simulando seu desprendimento do
hospedeiro, e a observacdo das primeiras larvas (PFAFFLE et al., 2013). Esse
periodo englobou, assim, as fases de pré-postura (PP), postura (PO) e incubacao
dos ovos (INC).

Pré-postura foi considerada como o tempo decorrido entre a soltura das
teledginas e o inicio da oviposigao. A partir do surgimento do primeiro ovo oriundo de
cada fémea, iniciou-se o periodo de postura, que se encerrou quando cada fémea
produziu o ultimo ovo e completou sua massa de ovos. Ja a incubacéo foi definida
como o tempo transcorrido desde o primeiro dia da postura até a ecloséo da primeira
larva oriunda de cada massa de ovos (SANTAREM & SARTOR, 2003).
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Para avaliacdo da longevidade das larvas (LONG), as mesmas foram
detectadas nos canteiros através de observacgfes visuais e tacteis, sendo realizada a
determinacdo de sua sobrevivéncia. Foi definido como longevidade o periodo
compreendido entre a eclosdo da primeira larva e o desaparecimento da ultima larva
da extremidade das gramineas ou de dentro dos tubos (PEREIRA, 2008).
Juntamente a longevidade, avaliou-se também o tempo que as larvas de R.
microplus levaram para estarem maduras e aptas para infestar os hospedeiros,
atingindo a extremidade das gramineas ou a tampa dos tubos em um movimento de
geotropismo negativo. Este periodo foi denominado maturacao larval (MAT).

No caso das teledginas dispostas livremente ou limitadas por gaiolas, a
deteccdo de larvas foi feita por inspecao visual de canteiro, além do auxilio de um
pano branco, passado repetidamente pelo ambiente. Larvas detectadas com este
meétodo foram posteriormente retornadas a pastagem (PANDA et al., 1992).

Apés célculo de todas as varidveis propostas, em todas as geracdes de
carrapatos analisadas em canteiros dispostos na pastagem, foram calculadas as
duracdes maximas de cada ciclo de R. microplus em cada ponto de cada uma das
repeticdes. Para obter este valor, foram somados os periodos de pré-eclosao, que
engloba as variaveis pré-postura, postura e incubacdo, e de longevidade, que ja
compreende também a maturacao larval.

Em todas as datas de observacdo, sempre que possivel, foi realizada a
captura de possiveis predadores presentes nos canteiros onde as teledginas haviam
sido dispostas. Quaisquer artropodes que de alguma forma pudessem predar os
carrapatos, foram capturados e fixados em alcool 70°.

Todo o processo de avaliacdo foi realizado novamente apds a morte das
larvas de uma repeticdo, doravante denominada geragdo, com a soltura de novas
teledginas consecutivamente. Com isso, buscou-se definir a variagdo sazonal dos
parametros reprodutivos de R. microplus e o numero real de gera¢des anuais.

Os resultados obtidos em cada ponto a cada data experimental foram
registrados em uma planilha diaria. No caso das gaiolas e dos tubos, dos valores
obtidos pelos 10 carrapatos foi calculado o valor médio diario. As variaveis biologicas
meédias obtidas para cada um dos 90 pontos de avaliacdo foram utilizadas para

calculo dos valores médios de cada geracao.
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2.4. Desenvolvimento da fase de vida livre em laboratério

Para tais observacfes foram colhidas, a cada 14 dias, dez teledginas (n =
10), que eram lavadas em agua corrente, pesadas e acondicionadas individualmente
em frascos plésticos. Estes involucros foram mantidos em estufa incubadora tipo
BOD, com temperatura aproximada de 27 °C, umidade relativa superior a 80% e
fotoperiodo controlado de 12 em 12 horas.

As teledginas que compuseram etapa experimental foram colhidas
diretamente dos animais estabulados responsaveis pela manutencdo da cepa
CAMPO, a mesma origem das fémeas destinadas a infestacdo dos canteiros. Os
carrapatos da etapa laboratorial foram avaliados diariamente para observacdo das
mesmas variaveis biolégicas obtidas nos canteiros com carrapatos em vida livre:
pré-postura, postura, incubacgéo, pré-eclosao, maturacao e longevidade das larvas,
além da duracéo total da fase de vida ndo parasitaria.

O mesmo processo descrito para as avaliacdes no ambiente foi repetido
para as avaliacdes realizadas em condi¢cdes de laboratdrio (estufas incubadoras tipo
BOD). Para a avaliagdo da fase de vida livre em condi¢gbes laboratoriais, foram
realizadas ao todo 54 repeticdes, com periodicidade de 14 dias.

2.5. Correlagao entre variaveis biol6gicas e variaveis sazonais

Visando determinar eventuais correlacdes significativas, foram confrontados
0s parametros biolégicos obtidos para os carrapatos no campo e no laboratério com
variaveis climéticas: precipitacdo pluvial, umidade relativa do ar e temperaturas
meédias, no ambiente e sobre a superficie do solo. Tais elementos climaticos
[pluviosidade (mms3), umidade relativa (%) e temperaturas médias do ambiente e do
solo (° C)] foram obtidos com o auxilio de termohigrémetros e de um pluvibmetro,
instalados no local do estudo (OLIVEIRA et al., 1974). O auxilio destes
equipamentos visou determinar com maior exatidao a real influéncia destes fatores
ambientais sobre o ciclo de R. microplus, sabendo-se que a literatura geralmente
considera tais variaveis como responsaveis por modular o ciclo biolégico do

carrapato bovino e definir sua dinamica populacional.
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Os valores referentes a temperatura maxima e minima no ambiente,
temperatura méxima e minima ao nivel do solo, umidade relativa do ar maxima e
minima e pluviosidade no local do estudo foram registrados diariamente. Com estes
dados foram calculados as médias para cada data observacional, utilizados para

calcular os valores médios obtidos ao longo de cada repeticao realizada no campo.

2.6. Estimativa do numero de gera¢cdes anuais do carrapato bovino

A partir dos dados obtidos nos canteiros (fase de vida livre a campo), foi
calculado o numero de geracdes do carrapato bovino por ano. Para tanto, utilizaram-
se 0 periodo de pré-eclosdo e o tempo de maturacdo (fase nado parasitaria),
somados ao periodo médio de permanéncia (larva a teledgina) no animal.

Para os calculos foram utilizados os valores méaximos, minimos e médios
obtidos no decorrer do experimento para estas variaveis. Assim, foi possivel avaliar
seu real desenvolvimento nas condi¢cdes ambientais vigentes na regido em questao,
além de definir qual o potencial maximo que este ixodideo pode atingir quando
confrontado com condi¢Bes climaticas e ambientais ideais ao seu ciclo.

O periodo médio de duracdo da fase parasitaria foi definido como sendo 22
dias. A partir do 18° dia, as primeiras fémeas comecam a se desprender, depois de
fecundadas e ingurgitadas. Esse periodo pode se estender até o 25° dia, mas a
grande maioria das fémeas tende a cair no 22° dia (GARCIA et al., 2016).

O calculo para cada geracdo foi feito pela somatéria do periodo de pré-
eclosdo, tempo de maturacdo das larvas e periodo médio da fase parasitaria. O
calculo do periodo de pré-eclosao (PE) foi realizado em canteiros com fémeas livres,
protegidas por gaiolas e por tubos de tela metélica (condicbes naturais), a partir da
data de sua liberac&o no canteiro, sendo que cada amostra foi liberada nos canteiros
em intervalos consecutivos, assim que concluida a repeticdo anterior.

O periodo de PE englobou o tempo a partir da liberacdo da teledgina, até
inicio da postura (periodo de pré-postura), periodo de postura e periodo de
incubacédo, sendo encerrado com a eclosdo. O calculo de tempo de maturacédo das
larvas considerou o periodo gasto desde o aparecimento das primeiras larvas, logo
apos o inicio da eclosédo (visualizacdo imediata), até a detec¢cdo das mesmas nas

extremidades do capim, nos casos dos canteiros com gaiolas ou com fémeas livres.
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Para os canteiros com teledginas dispostas em tubos e para aquelas
mantidas em estufa tipo BOD (condi¢cdes laboratorais), o célculo considerou a

visualizacao das larvas na parte superior dos recipientes.

2.7. Andlise estatistica

Os dados referentes a dinamica populacional de R. microplus na fase de
vida livre passaram por uma transformacédo logaritmica (contagem + 1) e foram
posteriormente submetidos a pré-testes de normalidade, homocedasticidade e
andlise de residuos, sendo entdo analisados em um delineamento inteiramente
casualizado.

As confrontacdes entre as médias registradas para cada uma das variaveis
avaliadas foram aferidas pelo teste T, selecionado com base nos resultados dos pré-
testes.

Cada uma das etapas que constituem a fase de vida livre do carrapato
bovino na pastagem e cada uma das séries de dados climaticos obtidos foram
correlacionadas entre si utilizando o coeficiente de Pearson. Este coeficiente foi
selecionado tendo em vista a relagdo linear investigada entre duas variaveis
continuas. As avaliagcfes estatisticas supracitadas foram feitas utilizando os pacotes

estatisticos Statistica, Versdo 8.0 (2007) e SAS, Versédo 9.0 (2002).

3. Resultados

3.1. Coleta e identificacdo de predadores

Ao longo de todo o periodo experimental, a predacdo de carrapatos, tanto
teledginas quanto massas de ovos, foi observada ocorrendo no presente estudo.
Este fendmeno foi constatado visualmente, sendo efetivamente realizado por
aranhas, formigas, centopeias e forficulideos. Além destes artrépodes observados
diretamente predando os carrapatos, varias outras espécies foram identificadas na

area experimental.
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Durante dois anos consecutivos, foram coletados e armazenados 15
exemplares diferenciados de aranhas (Ordem Araneae); sete centopeias e lacraias
(Ordem Spirobolida); cinco forficulideos (“tesourinhas”; Ordem Dermaptera); quatro
espécies de formigas (Ordem Hymenoptera); seis besouros (Ordem Hemiptera); um
escorpido (Ordem Scorpiones); um opilido (Ordem Opiliones); um cupim (Ordem
Dictyoptera, possivelmente responsavel pelo enterramento dos ovos) e trés outros
insetos sem identificacéo, totalizando 43 predadores.

Um roedor de pequeno porte (Ordem Rodentia) foi encontrado morto e
parcialmente predado, sendo também armazenado para eventual identificacéo.
Roedores maiores (Cavia spp) e grandes lagartos (Tupinambis spp) foram
observados diversas vezes dentro da area experimental, sem, no entanto, serem
capturados em nenhum momento.

As consecutivas repeticdes, utilizando quantidades significativas de
carrapatos (n = 630), foram o suficiente para garantir resultados consistentes,

independente da predacédo de alguns exemplares.

3.2. Avaliacédo da fase de vida livre (ndo parasitaria) do carrapato bovino

Os resultados finais das variaveis biolégicas de cada geracdo, as médias de
todo o ciclo na pastagem, e os valores obtidos em laboratério, estdo expressos na
Tabela 1. A referida Tabela também contém a analise estatistica de todas as
variaveis climéticas e bioldgicas registradas ao longo dos dois anos do experimento.

Analisando as cinco geragbes consecutivas a campo, observou-se pré-
postura das teledginas mais curta na quinta geracdo, (média de 2,08 dias) e mais
longa na segunda geracao (4,39 dias em média). A diferenca foi significativa (P <
0,05) quando comparados os valores da quinta geragcdo com o0s da primeira,
segunda e quarta geracdes, assim como os da segunda geracao, significativamente
maiores do que os valores da terceira geragao.

A postura meédia mais longa foi de 23,43 dias na primeira geragédo, enquanto a
menor postura foi registrada na segunda geracdo, com media de 9,77 dias. Apenas
a média registrada na primeira geracado diferiu de forma significativa (P < 0,05),

sendo mais longa do que as posturas de todas as outras geracgoes.



Tabela 1. Médias e desvios padrdo, em dias, obtidos para as variaveis ambientais e biolégicas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus nas cinco repeticdes em condi¢cdes de campo e na avaliacdo laboratorial. Andlise estatistica realizada pelo
Teste T a 95% de significancia.

Tratamentos / Médias e Desvios Padroes?

Parametros
Geracgéo 1 Geragéao 2 Geracao 3 Geracgéao 4 Geracao 5 BOD

Pré-postura 345 + 080 AB 439 + 028 A 284 + 015 BC 360 =+ 075 AB 208 + 044 C 288 = 051 BC
Postura 2343 + 362 A 977 + 336 B 1200 + 471 B 1488 =+ 3,90 B 11,21 £+ 28 B 989 £+ 155 B
Incubacéo 45,02 + 151 B 3288 + 454 C 2730 + 0,76 C 59,78 * 9,44 A 2781 £ 318 C 2336 =+ 044 C
Pré-Ecloséo 49,11 + 135 B 3788 + 453 C 30,14 + 062 CD 6329 *= 9,86 A 2990 + 340 CD 26,72 + 138 D
Maturacao 7,72 = 165 A 436 = 191 AB 395 + 138 B 8,28 + 261 A 6,40 + 2,19 AB 419 + 051 B
Longevidade 100,03 + 7,19 A 53,83 + 16,56 CD 8505 + 10,08 AB 60,79 + 17,21 BCD 4383 + 666 D 7159 + 11,33 BC

I+
I+
I+
I+

Duracdo total 149,13 769 A 91,21 13,76 DE 115,18 9,73 BC 12350 + 1163 B 72,90 440 E 098,33 * 11,14 CD

T°C Ambiente 24,63 + 224 B 2849 + 048 A 2572 + 343 AB 2413 + 282 B 2843 + 097 A - - - -
UR Média 60,25 + 413 A 66,13 + 559 A 62,78 + 512 A 5042 * 3,42 B 6121 + 330 A - - - -
Pluviosidade 204 + 171 B 10,76 + 415 A 392 + 241 B 292 + 355 B 547 + 2,02 B - - - -
T°C Solo 2208 + 238 C 26,35 + 111 AB 2468 * 304 AB 2362 + 107 BC 269 =+ 1,02 A - - - -

1: Valores seguidos pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste T (P = 0,05).

G8
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O periodo de incubacéo dos ovos teve duracdo média maxima de 59,78 dias
na quarta geracdo e minima de 27,3 dias na geracdo anterior. O periodo até a
eclosdo da primeira larva (pré-eclosdo), que engloba as trés variaveis anteriores,
teve média inferior de duracdo na quinta geracdo (29,9 dias), enquanto o periodo
mais longo foi registrado na quarta geracdo, com 63,29 dias. Tanto para incubacao
quanto para pré-ecloséo, os valores da quarta geracdo superaram significativamente
(P < 0,05) os demais, enquanto que a primeira geracdo também superou de forma
significativa os valores da segunda, terceira e quinta geracdes. A pré-eclosdo da
segunda geracdo também foi significativamente mais longa do que aquela
observada em laboratério.

A maturacdo larval, até que as mesmas atingissem plena capacidade
infestante, durou em média menos tempo na terceira geracao (3,95 dias), sendo
prolongada na geracdo seguinte (média de 8,28 dias na quarta geracao). As
maturacdes da primeira e da quarta geracdes foram estatisticamente (P < 0,05) mais
longas do que a da terceira geracao.

A longevidade das larvas apresentou valores médios extremos na primeira e
quinta gerac¢des, com a maior duragéao (100,03 dias) e menor duracéo (43,83 dias)
sendo registradas, respectivamente. Os valores da primeira geragao foram
significativamente maiores (P < 0,05) do que os da segunda, quarta e quinta
geracoes, além dos obtidos em laboratério, enquanto os da terceira geracao foram
mais longos quando comparados aos da segunda e quarta geracdes.

A duracao total do ciclo de vida ndo parasitaria dos carrapatos avaliados foi
superior as demais também na primeira geracao (média de 149,13 dias), obtendo
ciclos médios mais curtos na quinta geracdo (media de 72,90 dias). A duracéo total
da primeira geracdo superou de forma significativa (P < 0,05) todos os demais
valores obtidos, enquanto os da quarta geracdo superaram significativamente os da
terceira e quinta geracdes. A duracdo da terceira geracdo tambéem foi
estatisticamente superior aguela registrada na segunda geracao.

Ainda na Tabela 1 estdo expressos os dados médios das 54 repeticbes
conduzidas em condi¢bes laboratoriais. Com relacdo a pré-postura, postura,
maturacado, longevidade e duracao total, os valores registrados em estufa BOD nao

se destacaram, seja com maximas ou minimas, quando comparados ao campo.
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J& a incubacdo dos ovos e o periodo total de pré-eclosdo registradas no
laboratério foram as mais curtas, em média, quando comparadas as cinco geragoes

no campo, obtendo os valores respectivos de 23,36 e 26,72 dias.

3.3. Correlagéo entre variaveis biolégicas e dados climatolégicos

Por fim, as correlacbes entre as variaveis, climaticas, biolégicas e entre
ambas, foram calculadas utilizando o método de coeficiente de correlagdo de
Pearson, tendo em vista a relacdo linear investigada entre duas variaveis continuas.
Foram consideradas correlacdes significativas aquelas onde o valor de P foi inferior
a 0,05. CorrelacBes negativas sdo representadas por um sinal negativo antes do
valor da correlacdo. Valores de correlacdo sem sinal indicativo representam
correlagdes positivas. Os resultados destas correlacdes se encontram na Tabela 2.

Nesta Tabela, os tons azuis indicam correlacdes positivas, com valores entre
zero e um. A intensidade da cor representa também a intensidade da correlacdo. As
correlagbes foram classificadas em fortes, com coeficientes superiores a 0,7,
moderadas, estando entre 0,5 e 0,7, e fracas, abaixo de 0,5. As correlagbes
negativas, indicadas na referida Tabela pela cor vermelha, também foram
classificadas da mesma forma, porém com sinal invertido (entre -1 e zero).
Independente da classificagdo, apenas correlagbes com valor de P inferior a 0,05
podem ser consideradas significativas, sendo que os demais valores indicam apenas
uma tendéncia observada.

Comparando as variaveis ambientais entre si, a temperatura registrada na
superficie do solo apresentou coeficientes positivos significativos (P < 0,05), sendo
fortemente correlacionada com a temperatura ambiente e fracamente com a
umidade relativa do ar. De forma geral, os dados demonstraram uma tendéncia de
correlagdes positivas quando comparadas as variaveis climaticas entre si.

As comparacdes entre variaveis biologicas apresentaram predominancia de
correlagdes positivas entre a maioria delas. As excecdes foram a longevidade, que
apresentou tendéncia de orientacdo negativa com maturacdo, incubacdo e pre-
eclosdo, e o tempo de maturacao larval, que apresentou tendéncia de correlacao

negativa com a pré-postura.



Tabela 2. Correlagbes entre variaveis bioldgicas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e varidveis climéticas (coeficiente de
Pearson). Correlacdes significativas (em negrito) foram coloridas de acordo com a dire¢cdo (azul para positivas e

vermelho para negativas). A intensidade da cor indica a for¢a da correlacao.

- A_ =1 (o]
pre Postura  Incubacéo Pre~ Maturacdo Longevidade Duragao T .C UR Média Pluviosidade T°C Solo
postura Ecloséo total Ambiente
Pré-postura 1,0000 ,0288 ,4295 ,5000 -,0332 ,0460 ,2934 ,0137 -,0753 ,5041 -,0601
P p=-- p=,910 p=,075 p=,035 p=,896 p=,856 p=,237 p=,957 p=,766 p=,033 p=,813
Postura 1,0000 4947 ,4902 7127 ,3453 ,5501 -,3061 -,3459 -,3687 -,5346
u
p=-- p=,037 p=,039 p=,001 p=,161 p=,018 p=,217 p=,160 p=,132 p=,022
. 1,0000 ,9958 ,5928 -,0389 4749 -,3572 -,6574 ,1016 -,5354
Incubacéo
p=--- p=,000 p=,010 p=,878 p=,046 p=,146 p=,003 p=,688 p=,022
3 N 1,0000 ,5689 -,0171 ,4959 -,3399 -,6448 ,1205 -,5163
Pré-Ecloséo
p=--- p=,014 p=,946 p=,036 p=,168 p=,004 p=,634 p=,028
. 1,0000 -,1497 ,1586 -,2093 -,4481 -,2408 -,3399
Maturacéao
p=--- p=,553 p=,530 p=,404 p=,062 p=,336 p=,168
_ 1,0000 ,8595 -,4819 -,0090 -,4143 -,4359
Longevidade
p=--- p=,000 p=,043 p=,972 p=,087 p=,071
N 1,0000 -,5968 -,3401 -,2985 -,6445
Duracéo total
p=-- p=,009 p=,167 p=,229 p=,004
. 1,0000 ,3692 ,3871 ,8443
T°C Ambiente
p=--- p=,132 p=,113 p=,000
.- 1,0000 -,0505 ,4688
UR Média
p=--- p=,842 p=,050
- 1,0000 ,1484
Pluviosidade
p= --- p=,557
1,0000
T°C Solo
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As correlacdes significativas (P < 0,05) entre variaveis biolégicas foram
observadas relacionando incubagcdo e pré-eclosdo (correlagdo forte), maturacao
(correlacdo moderada), postura e duracéo total (correlacdes fracas). A duracéo total
do ciclo correlacionou-se significativamente de forma forte com longevidade e de
forma moderada com postura e pré-eclosdo. O periodo de pré-eclosdo apresentou
correlagbes significativas, moderada com maturacéo e fracas com pré-eclosdo e
postura. A postura correlacionou-se fortemente, de forma significativa, com o periodo
de maturacéo larval.

Ao analisar as correlacbes obtidas entre fatores climaticos e variaveis
biolégicas da fase de vida ndo parasitaria de R. microplus, observou-se uma
tendéncia de correlacbes predominantemente negativas. Para auxiliar a
compreensao destas correlacdes, as mesmas foram representadas graficamente

nas Figuras 2 a 8, de forma separada para cada variavel biol6gica analisada.
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Figura 2. Médias e desvios padréo das variaveis climaticas avaliadas e dos periodos
de pré-postura de Rhipicephalus (Boophilus) microplus para cada geragao
consecutiva. Comparagfes para cada variavel obtida ao longo do
experimento. Dados em escala original.
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Figura 3. Médias e desvios padréo das variaveis climéticas avaliadas e dos periodos
de postura de Rhipicephalus (Boophilus) microplus para cada geragao
consecutiva. Comparacbes para cada varidvel obtida ao longo do
experimento. Dados em escala original.
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Figura 4. Médias e desvios padréo das variaveis climaticas avaliadas e dos periodos
de incubacéo de Rhipicephalus (Boophilus) microplus para cada geragao
consecutiva. Comparacbes para cada variavel obtida ao longo do
experimento. Dados em escala original.
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As Unicas correlagbes positivas foram detectadas entre pluviosidade e os
periodos de pré-postura, pré-eclosdo e incubacéo, e entre o periodo de pré-postura
e a temperatura do ambiente. Destas, a correlacdo moderada entre pluviosidade e o
periodo de pré-postura foi estatisticamente significativa (P < 0,05). As demais
correlagdes significativas foram negativas, observadas de forma moderada entre
temperatura ao nivel do solo com incubacéo, postura, pré-eclosdo e duracao total do
ciclo; umidade relativa do ar com incubacéo e pré-eclosao; e temperatura ambiental
com duracéo total do ciclo e longevidade, sendo esta Ultima correlacdo apresentada

de forma fraca.

3.4. Estimativa do niumero de geracdes anuais

A média dos periodos de pré-ecloséo das cinco geracfes foi de 41,93 dias, e
a maturacdo media foi de 6,10 dias. Estes dois valores, somados aos 22 dias da
fase de vida parasitaria, totalizam 70,04 dias. Ao dividir os 365 dias do ano por este
valor, obtivemos uma estimativa média de 5,212 geracgdes.

Foi possivel também estimar um nimero minimo de geracdes, utilizando os
maiores periodos de pré-eclosdo (89 dias) e maturacdo (28 dias) obtidos. Estes
valores, somados aos 22 dias da fase parasitaria totalizam 139 dias, levando a um
calculo de 2,626 geragdes por ano.

Considerando as consecutivas geracdes de observacdes nos canteiros, foi
possivel estimar de forma empirica o que seria a duracdo maxima de cada geracao
no ambiente até que as larvas pudessem encontrar um hospedeiro, frente a uma
situacdo onde os mesmos ndo estiveram disponiveis. Foram feitas cinco repeticdes
a campo, divididas de forma quase idéntica em 2,5 geracdes de R. microplus para
cada ano de avaliagao, corroborando com o valor calculado.

Seguindo o raciocinio inverso, utilizando a pré-eclosdo (21 dias) e a
maturagcdo (um dia) mais curtas observadas, somadas a fase parasitaria (22 dias),
obtemos 44 dias, que permitem uma estimativa de um maximo hipotético de 8,29
geracdes de carrapatos por ano, 0 que seria praticamente impossivel de se observar
em qualquer lugar, devido a interferéncia constante e inevitavel de diversas variaveis

ambientais sobre o ciclo biolégico de R. microplus.



94

4. Discussao

E essencial o conhecimento da fase de vida livre do carrapato bovino, R.
microplus, ndo s6 porque ela concentra cerca de 95% das popula¢des, mas também
tendo em vista que a etapa parasitaria tem duracdo relativamente constante,
enquanto o periodo que os carrapatos passam no ambiente € responsavel por
determinar a duracdo de seu ciclo e o consequente numero de geragfes anuais
(MASTROPAOLO et al., 2017). Observando sua fase de vida no ambiente & possivel
avaliar a presenca de sinais indicativos da adaptacdo deste parasito as mudancas
climaticas, estimar o nimero real e possivel de geracdes anuais do carrapato em
determinadas condi¢cbes climaticas e biomas, além de determinar quais fatores
ecologicos impactam mais significativamente sua biologia.

Mesmo uma mudanca minima no clima ou ambiente pode ter grandes
efeitos na distribuicdo de parasitos (ESTRADA-PENA et al, 2005),
predominantemente na temperatura e umidade, considerados os principais fatores
abioticos que regulam o desenvolvimento dos carrapatos (DE BARROS et al., 2017),
com diferentes espécies apresentando tolerancia a variagdes limitadas dos mesmos
para que consigam se desenvolver e sobreviver.

Umidades relativas baixas geralmente levam a morte por dessecacao; altas
temperaturas e umidade relativa interferem negativamente na ecloséo dos ovos e
aumentam a mortalidade larval, temperatura ao nivel do solo interfere na
evaporacao, afetando diretamente a capacidade de reidratacdo e consequente
sobrevivéncia dos carrapatos (PFAFFLE et al., 2013).

Quaisquer alteracdes nos fatores climaticos, mesmo que restritas ao nivel de
microclima irdo, eventualmente, gerar um impacto imprevisivel no ciclo deste
ixodideo. Neste contexto, tornam-se essenciais as analises permanentes e
atualizadas deste impacto, considerando as severas e frequentes mudancas
climaticas observadas de forma gradualmente mais significativa com o passar dos
anos ao redor do planeta (ESTRADA-PENA, 2015).

Para avaliar a vida livre deste ixodideo, vale ressaltar que a fase de vida néo
parasitaria de R. microplus pode ser dividida em duas grandes parcelas, de forma
similar ao que ocorre com todos os ixodideos (ESTRADA-PENA, 2015).
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O periodo de pré-eclosao (fase de ovos) compreende o tempo até inicio da
postura (pré-postura), até que esta se encerre (postura) e o periodo até eclosao
larval (incubacédo). O periodo larval inicia-se neste momento, com o tempo até que
as larvas atinjam plena capacidade infestante, demonstrada por meio do
geotropismo negativo (maturacdo), e até que a Ultima larva de uma progénie (massa
de ovos) morra (longevidade). Ao longo do presente estudo, foi possivel enquadrar
estas etapas das consecutivas geracfes de carrapatos avaliadas a campo em
diferentes perfis climaticos e sazonais.

A primeira geragdo teve toda sua fase de ovos no outono, com as larvas
eclodindo nesta estacado e se mantendo no ambiente até o fim do inverno. Os ovos
da segunda geracdo enfrentaram as condicbes da primavera, quando as larvas
eclodiram, sobrevivendo até meados do verdo. O periodo pré-eclosdo da terceira
geracao se situou no verao, com as larvas sobrevivendo ao longo do veréo e outono.
A quarta geracéo teve sua fase de ovos no inverno, quando as larvas eclodiram,
sobrevivendo até meados da primavera. Nesta estacdo se incluiu o periodo pré-
eclosdo da quinta geracdo, com sua fase larval ao longo de todo o veréao.

Em alguns pontos de avaliacao, variando de forma inespecifica ao longo das
estacbes do ano em diferentes geracbes, determinadas variaveis biol6gicas nédo
puderam ser calculadas. Isso foi causado, na maioria das vezes, pela predacao ou
morte das teledginas, ou predacdo das massas de ovos. Apesar da ocorréncia
destes eventos ao longo do estudo, o grande numero de repeticbes, com 630
teledginas dispostas em 90 pontos de avaliacdo, divididos em trés formas diferentes
de manutencdo dos carrapatos (gaiolas, tubos e fémeas livres) garantiu a
consisténcia e manutencao dos dados.

A interferéncia de predadores na analise da fase de vida livre do carrapato
bovino foi registrada por Pereira (2008), que ndo conseguiu observar larvas nos seus
canteiros durante boa parte de seu periodo experimental. Alguns estudos tém
buscado, como forma alternativa de auxiliar o controle dos carrapatos, a introdugao
de diversos artrépodes no ambiente, tais como aranhas, formigas, dipteros, e
“tesourinhas”, da familia Forficulidae, ordem Dermaptera (VERISSIMO, 2013). Todos

estes foram encontrados na pastagem ao longo dos dois anos de avaliacédo.
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No presente estudo, o0 maior impacto da predacao na perda de resultados foi
observado efetivamente ao longo da primeira geracdo, no outono. Na segunda
geracdo, cuja fase de pré-eclosdo situou-se na primavera, foram os tubos que
apresentaram o0 maior niumero de dados parciais. Isto péde ser creditado ao alto
indice pluviométrico apresentado ao longo desta geragéo, que levou a proliferacéo
de diferentes fungos nos tubos.

Algumas espécies, predominantemente Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana, sao reconhecidamente capazes de infectar os carrapatos (GARCIA et al.,
2011). A observacdo de fungos no presente estudo tendo ocorrido de forma
significativa apenas ao longo dos periodos mais chuvosos esta de acordo com o
descrito por Garcia (2008), que registrou a alta influéncia dos fatores abio6ticos sobre
populacdes fangicas.

De forma geral, o momento inicial da fase de vida livre de R. microplus, até
que a teledgina inicie o processo de oviposicao (pré-postura), apresentou média a
campo de 3,27 dias, similar ao observado por Oliveira et al. (1974), em uma area de
Mata Atlantica préxima ao nivel do mar, com clima similar ao do presente estudo (3,3
dias). A pré-postura do presente estudo foi mais longa na primavera (segunda
geracdo), quando a pluviosidade também se destacou como superior aos demais,
correlacdo que foi confirmada como significativa pelo coeficiente de Pearson.

Altos indices de pluviosidade também demonstraram influéncia positiva na
postura de R. microplus em uma andlise conduzida na Caatinga, com clima
semiéarido e estacdo chuvosa restrita, onde a pré-postura foi, no entanto, mais longa,
durando em torno de uma semana (DE BARROS et al., 2017).

Pré-postura predominantemente mais curta nos meses mais quentes do ano
e significativamente mais longa no periodo de meses mais frios foi registrada no
Paraguai, em uma area caracterizada por clima subtropical (BRIZUELA et al., 1996),
com médias anuais de temperatura e umidade relativamente similares as registradas
no local do presente estudo. Isto ocorreu também em uma regido de transicao entre
Cerrado e Mata Atlantica, caracterizada por clima temperado Umido (SANTAREM &
SARTOR, 2003). Em uma area de Cerrado, com clima similar ao do presente
estudo, 0 mesmo padrao foi registrado, com maior pré-postura em periodos de
menor temperatura (PEREIRA, 2008).
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O periodo mais curto de postura observado no presente estudo também foi
registrado entre a primavera e o verao. Apenas a postura da primeira geracao, que
ocorreu durante o outono, diferiu de forma consideravel das demais, sendo
significativamente mais longa (23,43 dias), corroborando com os resultados obtidos
por Oliveira et al. (1974), onde a postura média foi de 25,1 dias. Nas demais
geracdes, as posturas ndo ultrapassaram os 15 dias de duracéo, permanecendo
inferiores a 10 dias na segunda geracao (primavera) e em condi¢des laboratoriais.
Posturas mais curtas também foram registradas nos meses mais quentes do ano por
Santarém & Sartor (2003), em uma zona de clima temperado e transi¢cdo entre os
biomas de Cerrado e Mata Atlantica.

Tanto uma pré-postura mais longa (aumentando as chances da teledgina
ser predada antes de iniciar a oviposi¢do) quanto uma postura menor (indicando sua
potencial interrupcdo precoce), observadas no periodo chuvoso do ano, sao
prejudiciais @ manutencdo do ciclo biolégico, indicando tendéncia de influéncia
negativa da alta pluviosidade observada na primavera e no verdo. Este perfil pode
ser confirmado por um estudo conduzido em uma area de transi¢do entre Cerrado e
Mata Atlantica com clima temperado Umido, também observando efeitos deletérios
dos meses mais quentes e imidos do ano (SANTAREM & SARTOR, 2003).

Correlagdo negativa significativa foi registrada no presente estudo apenas
entre postura e temperatura. Brovini et al. (2003), no bioma Mata Atlantica, em uma
localidade com semelhanca climatica a Jaboticabal (Aw), também registraram pré-
postura, postura e incubagédo dos ovos mais curtas no verdao do que no inverno. No
entanto, todos os valores destas variaveis registrados pelos referidos autores foram
superiores aos obtidos no presente estudo, para ambas as estacgoes.

A incubacdo dos ovos e o periodo total do ciclo de R. microplus que
precedeu a eclosao larval (pré-eclosao) foram consideravelmente mais longos no
inverno (quarta geracao), quando comparados as demais estacdes. As principais
variaveis climaticas que diferiram nesta estagcdo foram a menor temperatura e
umidade relativa do ar, cujos coeficientes de correlagdo com a incubacéo foram
estatisticamente significativos. Segundo Oliveira et al. (1974), no més de abril
(outono) foi observado periodo de incubacdo de 45,3 dias, similar ao que foi

registrado durante o outono do presente estudo (45,02 dias).
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Incubacao das larvas mais duradoura na época mais fria do ano também foi
registrada no Paraguai, em condi¢cdes climéticas similares as registradas neste
experimento (BRIZUELA et al., 1996). No semiarido brasileiro, em bioma de
Caatinga, a incubacao dos ovos também se correlacionou de forma negativa com as
temperaturas registradas (DE BARROS et al., 2017).

Um perfil oposto referente ao tempo de incubacéo larval foi registrado no
norte da Argentina, em um ecossistema denominado Chaco Seco, com clima
subtropical amido, onde as incubacfes mais longas foram registradas no verdo e
primavera (MASTROPAOLO et al.,, 2017). No entanto, a altitude média nesta
localidade ultrapassa os 1100 metros, quase o dobro da altitude do presente estudo,
com valores médios de pluviosidade e temperatura consideravelmente inferiores, o
gue possivelmente justifica a diferenca observada na direcdo das correlagdes.

O periodo completo que antecedeu a eclosédo das larvas, denominado pré-
ecloséo, correlacionou-se de forma altamente significativa com a incubacédo dos
ovos, com suas duracdes variando da mesma forma entre as diferentes estacoées.
Em uma éarea de Mata Atlantica préxima ao nivel do mar, em janeiro, com
temperaturas mais altas, a duracdo média do periodo de pré-ecloséo foi de 32,6 dias
(OLIVEIRA et al., 1974), similar ao obtido no verdo do presente estudo (30,14 dias
na terceira geracao). No entanto, em uma regido de Cerrado com altitudes proximas
a 1000 metros, Pereira (2008) observou periodos de pré-eclosdo médios muito
superiores, de 83,6 dias, para fémeas dispostas em canteiros de U. decumbens.

Entende-se, pensando no ciclo biolégico da espécie de ixodideo em
questdo, que o ideal seria a eclosdo mais rapida possivel das larvas, buscando
imediatamente a infestagéo de novos hospedeiros e formacao de uma nova geracéo
de carrapatos. Portanto o prolongamento dos periodos de incubagéo dos ovos ou do
tempo de pré-eclosdo como um todo é definitivamente deletério a fase néo
parasitaria de R. microplus.

No presente estudo, correlacdes negativas foram significativas (P < 0,05)
entre estas duas variaveis bioldgicas e a temperatura ao nivel do solo, reforcando as
inferéncias previamente descritas. Sutherst & Bourne (2006) observaram que a
posterior sobrevivéncia das larvas no ambiente é diretamente relacionada ao

estresse sofrido pelos ovos em condi¢des de baixa temperatura e dissecacao.
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Correlacbes negativas de todo a fase de fémeas e ovos no ambiente (pré-
eclosdo) com temperatura e pluviosidade também foram registradas em uma area do
bioma de Cerrado, cuja altitude era superior aos 1000 metros (PEREIRA, 2008).

O tempo de maturacéao larval, caracterizado pelo movimento de geotropismo
negativo das larvas, com estas subindo até a extremidade das gramineas, oscilou
entre valores médios de 2,95 a 8,28 dias neste estudo. Tais duracdes sédo
consideravelmente menores do que aquelas observadas no ambiente por Pereira
(2008), que definiu valor médio de 11 dias para o amadurecimento das larvas em
uma area de Cerrado caracterizada por clima tropical de altitude e altitudes médias
superiores a 1000 metros.

A longevidade mais curta das larvas é fator decididamente negativo para a
manutencdo do ciclo de R. microplus, pois quanto maior sua sobrevivéncia,
igualmente maior € a possibilidade de se fixarem a um hospedeiro em regifes ou
épocas do ano de baixa disponibilidade dos mesmos (ESTRADA-PENA, 2015). A
menor longevidade ao longo deste estudo foi observada nos verdes de ambos os
anos (quinta geracao, sendo seguida pela segunda geracédo) que, juntamente com
as primaveras, demonstraram maiores indices médios de pluviosidade e
temperaturas, corroborando com revisdes recentes sobre os impactos climéaticos no
ciclo bioldgico dos ixodideos (OGDEN & LINDSAY, 2016).

Volumes de chuva superiores ja foram apontados ha mais de um século
como responsaveis por menor longevidade (HUNTER & HOOKER, 1907). Chuvas
intensas agem removendo as larvas da extremidade das gramineas, impedindo que
concluam seu ciclo. Este fendbmeno ja foi registrado anteriormente em pastagens de
U. decumbens, em uma regido de Mata Atlantica com clima tropical de altitude
(FURLONG et al.,, 2002). Tal correlacdo nao foi estatisticamente significativa no
presente estudo, apesar de ser observada uma evidente tendéncia de correlagbes
negativas entre longevidade larval e todas as variaveis climaticas.

Por outro lado, correlagdo oposta, com maiores longevidades em periodos
mais chuvosos, foi registrada em area de Cerrado com altitudes superiores a 1000
metros (PEREIRA, 2008). Em clima temperado, a baixa umidade relativa do ar

também é deletéria & sobrevivéncia larval no ambiente (ESTRADA-PENA, 2015).



100

Os dados obtidos por Santarém & Sartor (2003), em clima tropical de
altitude, e Magalhdes & Lima (1992), em uma area de clima tropical Uumido,
corroboram com os obtidos no presente estudo, com longevidade das larvas sendo
menor nos meses mais quentes do ano e maior no periodo mais frio, com um
coeficiente negativo alto de correlacdo entre estes fatores.

Labruna & Verissimo (2001), a apenas 70 quildbmetros de onde o presente
estudo foi conduzido, em condi¢cdes climaticas e ambientais quase idénticas,
observaram que as larvas apresentam tendéncia a viver menos no verdao, em
decorréncia das temperaturas mais altas. Uma longevidade inferior para larvas que
estavam ativas no inicio do verdo também foi registrada no norte da Argentina
(MASTROPAOLO et al., 2017). Estes dados sao corroborados pelo presente estudo,
onde as larvas que enfrentaram condicfes de verdo no ambiente (segunda e quinta
geracgdes) apresentaram menores longevidades (53,83 e 43,83 dias em média,
respectivamente) do que todas as demais gerac¢oes avaliadas.

A duracéo total da fase de vida livre é determinada predominantemente pelo
periodo de incubacdo dos ovos, taxa de eclosao larval e sobrevivéncia das larvas
(NAVA et al., 2013). No presente estudo, esta variavel se correlacionou fortemente
com a longevidade larval, com as menores duracdes de toda a fase de vida livre
registradas na quinta e segunda geracoes, quando as fémeas foram expostas na
primavera e as larvas enfrentaram as condi¢cdes ambientais do verao.

Em estudos conduzidos na Argentina tal padrdo foi reforcado, com duracdo
maior do periodo de vida livre quando as larvas se encontravam ativas no ambiente
durante o outono e inverno, sendo originadas de teledginas expostas no verao ou
primavera (NAVA et al., 2013; MASTROPAOLDO et al., 2017).

As variaveis biologicas envolvidas até o momento em que as larvas sejam
capazes de infestar um hospedeiro, pré-eclosao (que engloba pré-postura, postura e
incubacdo) e maturacdo larval, apresentaram correlacdes predominantemente
positivas entre si. Ja a tendéncia foi de que todas estas varidveis apresentem
correlagao negativa com a longevidade larval. Estes dados suportam a conclusao de
que as condicdes ideais para o ciclo de vida ndo parasitaria de R. microplus devem
envolver periodos de pré-eclosdo e maturagdo mais curtos, associados a

longevidade mais longa destas larvas no ambiente.



101

O presente estudo observou uma tendéncia significativa de correlagdes
predominantemente negativas entre variaveis climaticas e biolégicas, previamente
registrada para espécies do subgénero Boophilus ao redor do mundo por mais de
um século (POUND, 1898; HUNTER & HOOKER, 1907; LEGG, 1930; HITCHCOCK,
1955; SNOWBALL, 1957; OLIVEIRA et al., 1974; OLIVEIRA, 1978; OUHELLI et al.,
1982; PANDA et al., 1992; SINGH et al., 2000; ESTRADA-PENA et al., 2005).
Apesar do grande numero de estudos suportando esta tendéncia de correlacoes,
poucos avaliaram todas as etapas do ciclo deste ixodideo ao longo de pelo menos
dois anos consecutivos, correlacionando estatisticamente estas etapas com as
variaveis climéticas registradas no local do estudo durante o mesmo periodo.

Considerando que o presente estudo reforca e confirma esta tendéncia, é
possivel afirmar que o ideal para o ciclo do carrapato bovino, em uma area de
Cerrado e clima tropical com estacdo seca (Aw), é que a teledgina seja exposta ao
ambiente em um momento de maior temperatura e umidade relativa do ar, onde a
fase até o amadurecimento das larvas se completaria em menos tempo, e que as
larvas eclodam em épocas de temperatura e umidade mais baixas, permitindo sua
maéaxima longevidade no ambiente.

Tal perfil aqui proposto pode ser confirmado como benéfico a este ixodideo ao
avaliarmos os resultados obtidos pela quinta geracao, cujo periodo de pré-ecloséo
se situou na primavera (maior temperatura e umidade), sendo o mais curto de todas
as geracdes (média de 29,9 dias), e pela primeira geracdo, cujas larvas
permaneceram no ambiente durante o outono e inverno (menor temperatura e
umidade), registrando a maior longevidade de todo o estudo (média de 100,02 dias).

A avaliacdo do impacto de mudangas climaticas sobre a aptiddo de areas
para o carrapato bovino corroborou com o apontado neste experimento, indicando
que o estabelecimento de popula¢des duradouras de R. microplus tem maior indice
de sucesso quando as fémeas sao introduzidas ao ambiente no meio do verdao, com
as larvas presentes no ambiente ao longo do outono (ESTRADA-PENA et al., 2006).
Em uma area de transicdo entre Cerrado e Mata Atlantica, com clima temperado e
altitudes pouco superiores as do presente estudo, Santarém & Sartor (2003) também
observaram que meses frios proporcionaram melhores condicbes para a

sobrevivéncia das larvas de carrapato.
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Em um local do bioma Cerrado com clima tropical imido, maior sobrevivéncia
das larvas também foi registrada entre os meses da estacdo seca do ano
(MAGALHAES & LIMA, 1992). Furlong et al. (2002) associaram a longevidade das
larvas com o comportamento de agrupamento que elas apresentam no ambiente,
observando que no inverno os agrupamentos formados sao maiores e mais
significativos do que no verado, o que pode ter influenciado também na diferenciacéo
observada entre estacao seca e estacdo chuvosa no presente estudo.

Avaliando apenas dados referentes a fase de vida livre desta espécie de
carrapato, foco deste experimento, e ndo considerando a sobreposi¢cédo de geracdes
gue com frequéncia ocorre em condi¢cdes naturais, foram efetivamente observadas
menos de trés geracbes de R. microplus por ano de avaliacbes em condi¢bes
adversas, onde as larvas passaram todo seu ciclo no ambiente sem qualquer
contato com hospedeiros. Este valor minimo de geracdes/ano foi reforcado ao
calcular o seu niumero com base nos maiores tempos de pré-eclosdo e maturacdo
larval registrados (2,6 geracdes/ano).

No entanto, calculando o numero de gera¢des anuais do carrapato bovino
com base nos valores medios registrados para cada variavel biolégica, o presente
estudo indicou a ocorréncia de pouco mais de cinco geracdes anuais (média de 5,2
geracgdes/ano). A existéncia de cinco geracdes anuais deste ixodideo, apesar de
apontada como uma possibilidade em simulacbes com condicBes climaticas
perfeitas (EVANS, 1992; HERNANDEZ-A et al., 2000), s6 foi efetivamente registrada
recentemente em regides de Cerrado: com clima subtropical com estacdo seca
(GOMES et al., 2016) e com clima tropical de savana (CRUZ, 2017 — dados néao
publicados). Ambos os trabalhos que registraram cinco geracdes anuais deste
ixodideos foram conduzidos concomitantemente ao presente estudo.

Com a confirmacédo, tanto na literatura quanto por dados obtidos ao longo
deste experimento, dos valores minimos (2,6) e meédios (5,2) calculados para o
namero de geragdes anuais de R. microplus, cresce a relevancia do terceiro célculo
conduzido. Tal calculo considerou as menores duracbes de pré-eclosdo e
maturacdo, determinando a possibilidade de ocorréncia maxima de 8,3 geracdes por
ano em uma area de clima tropical com estacdo seca (Aw), frente a condicbes

climaticas e ambientais consideradas ideais para o desenvolvimento deste ixodideo.
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E possivel concluir que os fatores climaticos afetam a fase de vida n&o
parasitaria do carrapato bovino, com correlacdo positiva significativa observada entre
pluviosidade e o periodo de pré-postura, enquanto a teledgina se encontra no
ambiente. Com relagdo aos ovos e larvas de R. microplus, foi observada uma
tendéncia de correlagdes negativas significativas entre temperatura e os periodos de
pré-postura, incubacdo e pré-eclosao, e entre umidade relativa do ar e os periodos
de incubacéo e pré-eclosao.

Foram observados pré-postura, incubacdo dos ovos, tempo até eclosdo
larval e tempo para amadurecimento das larvas mais curtos na estagao chuvosa do
ano (primavera e verdo). J4 a postura dos ovos e a longevidade das larvas no
ambiente foram maiores durante o outono e inverno (estacdo seca), com a duragao
total da fase de vida ndo parasitaria deste ixodideo sendo mais longa durante a
estacdo seca e amena observada neste estudo.

Conclui-se que periodos com menor temperatura e umidade sao favoraveis
a sobrevivéncia das larvas de R. microplus nas pastagens. Em uma &rea de Cerrado
e clima tropical com estacdo seca, ou tropical de savana (Aw), o periodo seco do
ano, que compreende outono e inverno, pode ser considerado mais favoravel a
manutenc¢ao do carrapato bovino no ambiente. O maior sucesso para a fase de vida
nao parasitaria deste carrapato é consequentemente observado em fémeas que se
desprendem dos bovinos no meio do verdo, concluindo nesta estacao o periodo que
precede a eclosdo larval, com as larvas se mantendo no ambiente no outono.

Nas condi¢Bes climaticas, ambientais e de bioma observadas, o presente
estudo permitiu a conclusdo de que R. microplus é capaz de apresentar cinco
geracbes consecutivas por ano. Este numero oscila entre 2,6 geragbes em
condi¢cbes adversas e um potencial de 8,3 geracdes nas melhores condi¢cbes. Estes
achados reforcam o fato do carrapato bovino estar se adaptando as mudancas

climaticas e se tornando cada vez mais um entrave significativo a pecuaria.
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CAPITULO 5 - Sensibilidade de larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae) a acaricidas topicos e

proposta de um programa atualizado de controle estratégico

Resumo - Considerando a alarmante disseminacdo da resisténcia do carrapato
bovino & maioria dos farmacos disponiveis para seu controle, e a necessidade do
conhecimento deste fenbmeno a um nivel local, para cada cepa ou populacéo, este
estudo avaliou a eficacia de piretréides sintéticos, organofosforados e amidinas
sobre duas cepas de carrapatos, utilizando o Teste de Pacotes de Larvas (TPL). Tal
avaliacao foi conduzida ao longo de dois anos consecutivos, nos quais estas cepas
nao tiveram contato com qualquer ativo quimico sintético. Adicionalmente, tendo por
base a busca por novos e eficazes esquemas de controle deste ixodideo, baseado
nos resultados dos TPL, propds-se uma atualizada metodologia de controle
estratégico aplicavel a regido do estudo. Os resultados demonstraram algum grau de
mortalidade nos controles negativos e altos valores de eficacia obtidos pelos
farmacos avaliados, indicando a possibilidade de que o TPL eventualmente
superestime os valores observados. Mesmo sem que seus hospedeiros tenham sido
submetidos a quaisquer tratamentos acaricidas ao longo do periodo experimental, os
indices de eficacia obtidos pelo amitraz decresceram com o decorrer das avaliagcdes.
Tais resultados reforcam a potencial ineficacia do TPL convencional para avaliacdo
das amidinas. Os resultados obtidos levaram a uma proposta de controle estratégico
concentrando os tratamentos dos animais na estacdo chuvosa do ano, prevenindo
novos picos de infestacdo na estagcdo seca do ano, consequentemente reduzindo a
frequéncia e o numero de tratamentos, diminuindo assim 0s gastos com 0 seu
controle. Novos estudos devem ser conduzidos, comparando diferentes
metodologias e cepas de R. microplus por periodos de tempo mais expressivos, em
condi¢cbes controladas, buscando definir se existe qualquer alteracdo no perfil de
resisténcia ou susceptibilidade deste ixodideo aos farmacos utilizados em seu

controle apos periodos de auséncia de contato com 0s principios ativos.

Palavras chave: Amidinas; Carrapato bovino; Controle estratégico;

Organofosforados; Piretréides sintéticos; Susceptibilidade.
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1. Introducéo

O carrapato bovino, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, é responsavel por
prejuizos anuais de 3,24 bilhdes de dolares apenas no Brasil, sendo o mais
relevante ectoparasito para a industria pecuéaria nacional (GRISI et al., 2014). Para
seu adequado manejo, o estudo de sua biologia € ferramenta essencial, buscando a
criacdo de tratamentos estratégicos, nos momentos mais desfavoraveis de seu ciclo
(FURLONG et al., 2002). Infelizmente, as alternativas disponiveis atualmente nao
sao capazes de substituir completamente os farmacos (FAO, 2003; FAO, 2004).

As principais desvantagens no uso de compostos quimicos sdo o
desenvolvimento de resisténcia, poluicdo ambiental, toxicidade inerente e poder
acumulativo de residuo nos produtos provenientes de animais medicados (DE
CASTRO, 1997; CATTO et al., 2010). Dentre estes empecilhos, a preocupacéo com
os residuos de farmacos, principalmente na carne e no leite, tem aumentado de
forma constante, levando até a implantacdo temporéaria do banimento das lactonas
macrociclicas de longa acdo do mercado (MAPA, 2014).

Devido ao uso incorreto por parte da maioria dos produtores, a resisténcia
aos acaricidas tem avancando progressivamente sobre os grupos quimicos, com a
selecdo de populacdes resistentes a mdultiplos antiparasitarios. Considerando o
cenario atual, onde é cada vez mais improvavel o desenvolvimento de novas
moléculas, tal fenbmeno assume imensa relevancia (KLAFKE et al., 2006; ABBAS et
al., 2014; SIQUEIRA et al., 2016; KLAFKE et al. 2017).

A resisténcia geralmente ocorre em um determinado organismo por meio de
alteracGes genéticas que modificam o sitio de agdo, aumentam o metabolismo ou o
sequestro do acaricida, ou ainda reduzem sua capacidade de penetragcdo no corpo
do parasito (GUERRERO et al., 2012). Para os produtores em geral, a resisténcia &
a perda total ou parcial de eficacia de um produto (NARI, 2005), derivada da
habilidade dos ixodideos sobreviverem a pressédo de selegdo (ANDREOTTI, 2010).
Este € um sério problema, documentado no mundo todo para diversos parasitos,
principalmente o R. microplus (DAVEY et al., 2006). Assume importancia ainda
maior, pois o controle de carrapatos também tem o objetivo de controlar doencas
gue estes transmitem (LONDERSHAUSEN, 1996; SANGSTER, 2001).
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Tal fenbmeno é conhecido ha mais de seis décadas, sendo hoje confirmado
contra organoclorados, organofosforados, piretrinas, piretroides sintéticos, amidinas,
lactonas macrociclicas, fenilpirazéis e fluazuron (CATTO et al., 2010; LOPES et al.,
2013; CRUZ et al., 2014b; LOPES et al., 2014; RECK et al., 2014; CRUZ et al.,
2015b; GOMES et al., 2015; MACIEL et al., 2016; KLAFKE et al., 2017).

O fato do Brasil ndo possuir politicas publicas especificas para controle e
venda de acaricidas e endectocidas facilita 0 aumento da resisténcia no pais, sendo
comprovada a existéncia de populacdes resistentes a varios compostos com
mecanismos de acdo diversos. Em alguns estados foi registrada resisténcia a até
oito classes de acaricidas (GARCIA et al., 2016). Por ser monoxeno, a resisténcia
ocorre de forma mais rapida, pois geracdes mais curtas e maior exposicdo das
formas imaturas aos farmacos geram maior pressao de selecao (SABATINI, 2001).

O manejo da resisténcia geralmente incide na menor frequéncia de uso dos
compostos quimicos, uso racional dos acaricidas, alteragcdo de dosagens ou
concentracfes, utilizacdo de farmacos com mecanismos de acado diversos,
associacdo de sinergistas, rotacdo de diferentes mecanismos de acdo, uso de
reflgia, impedimento da entrada de novos individuos resistentes nas populacdes e o
monitoramento de sua evolucdo (ABBAS et al., 2014; GUERRERO et al., 2014).

O diagnéstico precoce da resisténcia € essencial para escolha das bases
guimicas mais efetivas em uma populacdo alvo (ANDREOTTI, 2010), elaboracao de
estratégias de controle deste fenbmeno, prevencdo de sua emergéncia e
disseminacdo de parasitos resistentes, além da diminuicdo de despesas (KLAFKE,
2011). No entanto, um diagnéstico concreto ainda é dificultado pela falta de provas
padronizadas, impossibilitando monitoramento adequado (NARI, 2005).

Com base no exposto, objetivou-se estudar o perfil de susceptibilidade de
duas cepas distintas de R. microplus frente a alguns dos principais acaricidas
disponiveis no mercado. Objetivou-se também avaliar a evolugdo deste fendmeno
com o transcorrer de dois anos sem contato com compostos quimicos.
Adicionalmente, propds-se uma metodologia de controle estratégico, tratando os
animais em momentos onde 0s parasitos se encontrem mais susceptiveis ao
controle, visando diminuicdo efetiva de infestacdo do rebanho e menor pressao de

selecao para o desenvolvimento da resisténcia.
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2. Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, FCAV/UNESP (protocolo n°
11511/14). O experimento foi iniciado em 01° de abril de 2015, no inicio do outono,
sendo esta data definida como o dia experimental zero.

O presente estudo acompanhou quatro tipos de formulacdes: (a) piretréides
sintéticos, (b) organofosforados, (c) associacdes de piretréides e organofosforados e
(d) amidinas. Estas classes de acaricidas sdo as mais utilizadas por produtores
rurais no Brasil contra artrépodes ectoparasitos de bovinos (MENDES et al., 2007) e
para o controle desta e de outras espécies de carrapatos no ambiente ao redor do
mundo (OSTFELD et al., 2006).

Foram selecionados produtos utilizados por via topica, através da
pulverizagdo corporal dos bovinos. Esta metodologia de tratamento dos animais
exige atencdo maior no momento da aplicacdo dos farmacos, focando em diluicdes
corretas dos mesmos e pulverizacdes sobre toda a superficie corporal dos animais.
Ainda assim, é a mais indicada e comumente utilizada para animais em lactacéo
(FURLONG & SALES, 2007).

2.1. Cepas de carrapato utilizadas

Para a realizacdo do experimento, foram utilizadas duas cepas de R.
microplus mantidas no Centro de Pesquisas em Sanidade Animal (CPPAR),
FCAV/UNESP, localizado em Jaboticabal, S&do Paulo (21° 14’ 43” S, 48° 17’ 03” O).

A cepa principal cuja evolucao do perfil de sensibilidade foi avaliada (cepa
CAMPO) foi iniciada a partir de fémeas (teledginas) obtidas de bovinos mesticos,
naturalmente infestados, oriundos de propriedades rurais de Minas Gerais. Esta
cepa era mantida no referido centro por pelo menos cinco anos antes do inicio deste
trabalho, em bovinos que néo recebiam quaisquer tratamentos acaricidas e/ou
endectocidas. Diversas pesquisas envolvendo esta cepa de carrapatos especifica
detectaram, por meio de metodologias diversas, distintos graus de resisténcia a

variados farmacos aplicados por via tépica (CRUZ et al., 2014a; CRUZ et al., 2015a).
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Além das pulverizacdes, perfis de resisténcia desta cepa de R. microplus
também foram diagnosticados para classes acaricidas mais recentes, como as
lactonas macrociclicas (LOPES et al., 2013; LOPES et al., 2014; CRUZ et al., 2015b;
GOMES et al., 2015) e o fluazuron (CRUZ et al., 2014b; MACIEL et al., 2016).

Os bovinos que mantiveram esta cepa foram mantidos a pasto, se
reinfestando de forma natural, sem receber quaisquer tratamentos e sem que novos
animais ou carrapatos de outras origens fossem introduzidos nesta area. Em um
primeiro momento, larvas desta cepa com idades entre 14 e 21 dias foram utilizadas
para infestacdo de uma pastagem formada por Urochloa decumbens e Cynodon
dactylon que permaneceu por mais de um ano sem introducdo de bovinos. No
mesmo dia da infestacdo da pastagem, seis bovinos com idades entre seis e 12
meses, livres de carrapatos e sem histérico de quaisquer tratamentos acaricidas,
foram introduzidos no referido piquete. Os préprios bovinos passaram a manter a
populacdo de carrapatos na pastagem apos a infestacao inicial, sendo os carrapatos
provenientes destes animais utilizados para as avaliacoes.

Além da cepa CAMPO, uma cepa sensivel a maioria dos acaricidas
utilizados no pais foi testada comparativamente. Tal cepa, denominada MOZO,
também mantida continuamente por mais de cinco anos, foi originada da cepa Mozo
obtida do Uruguai. Ao longo do estudo, esta cepa foi mantida no Instituto de
Pesquisas em Sanidade Animal Ltda. (IPESA), localizado em Formiga, Minas Gerais
(20° 31’ 04” S, 45° 28’ 28” O), por bovinos alocados em baias individuais, com piso
frestado, lavadas diariamente para recolhimento dos carrapatos. Estes foram
enviados semanalmente ao CPPAR para serem utilizados neste estudo.

2.2. Farmacos utilizados
Foram priorizados produtos administrados por via topica (pulverizacéo)

disponiveis no mercado veterinario brasileiro, representando as principais classes

guimicas ainda amplamente utilizadas no controle deste ectoparasito:
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e Cipermetrina 15% + clorpirifés 25% + citronelal 1% (associacdo entre um
piretréide, um organofosforado e um monoterpendide com propriedades repelentes):

Colosso® (Ourofino Saude Animal Ltda.);

e Cipermetrina 15% + clorpirifos 25% + butéxido de piperonila 15% + citronelal
1% (associacdo entre um piretrdide, um organofosforado, um sinergista,
potencializador dos piretréides e um repelente): Cyperclor Plus® (Ceva Saude
Animal Ltda.);

e Cipermetrina 5% + diclorvés 45% (associacdo simples entre um piretréide e

um organofosforado): Cypermil Plus® (Ourofino Saude Animal Ltda.);

e Amitraz 12,5% (formamidina): Clipatic® (Fagra — Farmagricola S.A.);

e Cipermetrina 15% (piretroide sintético): Flytick® (Vallée S. A.);

e Diclorvés 60% + clorpirifés 20% (organofosforados): Ectofos® (Vallée S. A.).

2.3. Avaliacéo do perfil de mortalidade larval (acdo anti-ixodidica)

Cerca de 10 fémeas foram selecionadas de cada cepa em cada data
experimental, colhidas diretamente dos bovinos. O objetivo destas andlises foi
avaliar se existiu qualquer alteracdo no perfil de mortalidade larval que pudesse ser
indicativo de susceptibilidade ou resisténcia das cepas CAMPO e MOZO, ap0s estas
passarem dois anos consecutivos sem qualquer contato com antiparasitarios. Pela
meédia dos valores de larvas mortas obtidos em cada repeticdo, calculou-se o
percentual de mortalidade de R. microplus alcancado pelo farmaco em questao.

Para tanto, fémeas deste ixodideo foram colhidas diretamente dos animais
experimentais em intervalos minimos de 56 dias. Ao longo dos dois anos de duragao
do estudo, foram realizadas sete coletas de carrapatos para conducéo dos Testes
de Pacotes de Larvas, nos dias experimentais zero, 126, 294, 350, 406, 518 e 686.
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No primeiro momento, intervalos maiores (126 e 168 dias entre as trés
primeiras coletas) foram mantidos, tendo em vista a baixa probabilidade de alteragcéo
imediata no perfil de mortalidade larval da cepa analisada. A partir do dia 294,
objetivou-se realizar coletas em intervalos fixos de 56 dias. No entanto, em algumas
datas experimentais as analises ndo puderam ser feitas, pois o nimero de fémeas
de carrapato obtidas né&o foi suficiente (dias 462, 518 e 574).

Para a realizacdo desta analise utilizou-se o Teste de Pacote de Larvas
(TPL). As solucbes acaricidas foram diluidas de acordo com as recomendacdes
técnicas, sendo em seguida confeccionados os pacotes de papel-filtro impregnados
com 700 microlitros (pl) das diluicbes, mantidos durante 24 horas em temperatura
ambiente para secagem. Cerca de 100 larvas com idade média de 14 dias foram
entdo colocadas em cada pacote com o auxilio de um pincel. Em seguida, os
pacotes foram fechados e incubados em estufa tipo BOD a 27 £ 1 °C, UR > 80%,
fotoperiodo de 12 horas. Os pacotes foram abertos 24 horas depois e o niumero de
larvas vivas e mortas foi contabilizado. No caso do grupo controle, 0 mesmo foi
exposto aos papéis-filtro impregnados sem acaricida (GARCIA et al., 2016).

A avaliacdo dos percentuais de mortalidade larval obtidos pelos farmacos
analisados frente as cepas selecionadas, ao longo dos dois anos do presente
estudo, foi conduzida em parceria com a Embrapa Gado de Corte, em Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, onde foram feitos os Testes de Pacote de Larvas. O
percentual de mortalidade foi determinado com base na relag¢éo entre larvas vivas e
mortas. Seu resultado comp6s um dos itens a serem considerados no calculo da
eficacia do respectivo produto, que utilizou a seguinte formula: mortalidade corrigida
(%) = [(% mortalidade do tratamento - % mortalidade do grupo controle) / (100 - %
mortalidade do grupo controle)] X 100 (GARCIA et al., 2016).

2.4. Proposta de controle estratégico

Adicionalmente, para desenvolvimento de uma metodologia de controle
estratégico, utilizou-se o nimero de geracbes de R. microplus disponivel para a
regido do estudo (CRUZ, 2017 — dados nédo publicados), considerando o momento
ideal para tratamentos estratégicos contra este parasito, quando as populac¢des nédo

se encontram téo altas e as condi¢cdes climaticas sdo desfavoraveis aos carrapatos.
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Neste delineamento de controle estratégico, os periodos residuais de agéo
dos potenciais farmacos a serem utilizados néo foram considerados, simulando um
esquema de tratamento mais intenso e com menor periodicidade, geralmente

aplicado contra cepas de carrapatos altamente resistentes.

3. Resultados

Os valores de mortalidade larval, indicativos da susceptibilidade de cada
cepa a cada um dos acaricidas testados, ao longo dos dois anos de estudo, estdo

expressos nas Tabelas 1 (cepa CAMPO) e 2 (cepa MOZO).

Tabela 1. indices percentuais de mortalidade larval obtidos pelas seis formulacdes
avaliadas, ao longo de todo o estudo, referentes a cepa CAMPO de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Grupo Dia Zero Dia 126 Dia 294 Dia 350 Dia 406 Dia 518 Dia 686

Cipermetrina 15% +
clorpirifés 25% + 100,00 100,00 100,00 100,00 94,52 98,33 100,00
citronelal 1%

Cipermetrina 15% +
clorpirifos 25% +
but. piperonila 15%
+ citronelal 1%

100,00 100,00 100,00 100,00 97,34 98,87 99,63

Cipermetrina 5% +

diclorvés 45% 99,08 96,54 100,00 100,00 100,00 100,00 99,48

Amitraz 12,5% 73,57 99,05 75,18 83,89 5563 57,66 26,55

Cipermetrina 15% 94,99 98,30 100,00 99,47 100,00 100,00 100,00

Diclorvos 60% +

clorpirifés 20% 99,69 100,00 99,75 100,00 100,00 99,38 100,00
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Tabela 2. indices percentuais de mortalidade larval obtidos pelas seis formulacdes
avaliadas, ao longo de todo o estudo, referentes a cepa MOZO de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Grupo Dia Zero Dia 126 Dia 294 Dia 350 Dia 406 Dia 518 Dia 686

Cipermetrina 15% +
clorpirifés 25% + 100,00 99,70 100,00 95,89 100,00 83,90 100,00
citronelal 1%

Cipermetrina 15% +
clorpirifés 25% +
but. piperonila 15%
+ citronelal 1%

100,00 100,00 100,00 98,21 99,28 84,39 100,00

Cipermetrina 5% +

diclorves 45% 100,00 99,67 100,00 100,00 100,00 98,00 97,06

Amitraz 12,5% 95,04 90,78 86,62 20,42 7554 0,00 0,00

Cipermetrina 15% 100,00 94,33 100,00 98,95 100,00 99,18 100,00

Diclorvéos 60% +

clorpirifos 20% 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 99,51

Na andlise de todas as repeticdes conduzidas dos Testes de Pacote de
Larvas, foi possivel notar a presenca de mortalidade nas larvas do grupo Controle,
nao medicado, em todas as datas experimentais. Estes indices de mortalidade foram
inferiores a 1,5% nos dias zero, 128 e 294, e préximos a 5% no dia 350. Nos dias
406, 518 e 686 a mortalidade nos controles atingiu valores mais consideraveis,
superando os 30%, 55% e 24%, respectivamente. No entanto, ao aplicar a formula
de corre¢do para calculo da eficacia, estes valores ndo impactaram os dados obtidos
em todas as datas experimentais.

Com relacdo a todas as formulacdes testadas, ndo foi possivel observar
variacdes significativas nos niveis de eficacia obtidos pelos cinco produtos contendo

piretréides sintéticos e/ou organofosforados contra as duas cepas avaliadas.
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Em todas as datas, as eficacias das associacfes de organofosforados e
piretrdides, assim como apenas de organofosforados ou piretroides sintéticos,
mantiveram-se superiores a 94% tanto para a cepa CAMPO quanto para a cepa
MOZO. As formulacfes destes cinco grupos atingiram eficacia maxima (100%) em
pelo menos quatro datas distintas, para ambas as cepas avaliadas.

A Unica distincéo foi observada no dia 518, para a cepa MOZO, quando as
associacOes cipermetrina 15% + clorpirifés 25% + citronelal 1% e cipermetrina 15%
+ clorpirifos 25% + butéxido de piperonila 15% + citronelal 1% atingiram eficacias de
83,9% e 84,4%, respectivamente.

Apenas um ingrediente ativo avaliado apresentou alteracdo consideravel no
perfil de mortalidade larval registrado: amitraz 12,5%. Em ambas as cepas, esta
formulacdo apresentou, desde o dia experimental zero, percentuais de eficacia
inferiores aos dos demais compostos.

Na cepa CAMPO, reconhecidamente resistente a diversos compostos de
variados grupos quimicos, este percentual oscilou de forma consideravel ao longo
dos dois anos de avaliacao, atingindo mortalidade maxima de 99,05%, no dia 126.
Desconsiderando este pico de eficacia, os indices de mortalidade obtidos pelo
amitraz contra esta cepa nas demais datas foram insatisfatérios, atingindo valor
minimo de 26,55% no dia 686.

Com relacdo a cepa MOZO, definida como sensivel a maioria dos farmacos
utilizados, os resultados iniciais do amitraz reforgcaram esta inferéncia, obtendo um
percentual de 95,04% de eficacia no dia zero e 90,78% de eficacia no dia 126. Nos
dias 294 e 406 a eficacia do amitraz 12,5% contra esta cepa foi superior a obtida
contra a cepa CAMPO. Porém, nos dias 126 e 350 foi observado o perfil inverso.
Nos dias experimentais 518 e 686, este principio ativo ndo demonstrou nenhuma
eficacia (0,0%) contra as larvas da cepa MOZO.

ApoOs avaliacdo dos indices de mortalidade larval obtidos por diferentes
formulacdes contra as cepas CAMPO e MOZO de R. microplus, Um programa de
controle estratégico padrdo, usando seis banhos acaricidas com intervalos de 21
dias, foi proposto. Para definir as datas nas quais os tratamentos devem ser
realizados, este estudo utilizou dados de dinAmica populacional de R. microplus no

local do estudo durante dois anos (CRUZ, 2017 — dados néo publicados).
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Com base na dindmica populacional aplichvel a esta area de Cerrado e
clima tropical com estacdo seca (Aw), um programa de controle estratégico foi
proposto, medicando os animais entre a segunda metade da primavera e a primeira

metade do verdo (outubro a fevereiro), conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Controle estratégico de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, em uma area
de Cerrado com clima tropical com estacdo seca (Aw), utilizando seis
tratamentos acaricidas, com intervalos de 21 dias, na estacao chuvosa.

4. Discussao

No presente experimento foi possivel detectar percentuais variados de
mortalidade do grupo controle. Estes geralmente sdo causados por concentracdes
inadequadas dos diluentes utilizados (MILLER et al., 2002). Esta mortalidade
causada pela técnica em si, no entanto, é corrigida pela prépria formula de eficacia
empregada (GARCIA et al., 2016), ndo impactando significativamente os demais

resultados observados.
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As eficacias obtidas ao longo deste experimento por piretréides sintéticos,
organofosforados e suas associacdes (alta susceptibilidade, com eficicias acima de
94% durante praticamente todo o estudo) ndo permitiram analises sobre a
resisténcia contra os mesmos. Para a deteccdo da resisténcia, o ideal é utilizar
testes que avaliem o controle dos carrapatos nos hospedeiros, em condi¢bes de
campo, obtendo resultados que consideram todos os fatores passiveis de interferir
na eficacia dos farmacos avaliados.

Testes laboratoriais sdo amplamente utilizados devido a praticidade e facil
replicacdo, mas podem superestimar as eficacias, ao desconsiderar a interferéncia
de variagbes ambientais e fatores comportamentais (GUERRERO et al., 2014;
CRUZ et al., 2015a; CRUZ et al., 2015b). Um estudo recente comparou testes in
vitro e in vivo na avaliagdo da susceptibilidade do carrapato bovino a acaricidas
topicos. Os autores registraram eficacias maximas em laboratério, que nao foram
alcancadas a campo pelos mesmos farmacos contra a mesma cepa de carrapatos.
Esta diferenca em valores pode ser o suficiente para erroneamente classificar uma
populacdo como sensivel ou resistente (CORREA et al., 2015).

A resisténcia aos piretréides € amplamente disseminada no mundo todo,
sendo diagnosticada em todas as regides do Brasil com prevaléncias de até 98%,
com a resisténcia aos organofosforados também atingindo prevaléncias alarmantes
(PEREIRA et al., 2002; KLAFKE et al., 2017).

Cruz et al. (2015a), avaliaram a eficacia de duas associacdes contendo
organofosforados e piretrdides sintéticos (cipermetrina 15% + clorpirifos 25% +
citronelal 1% e cipermetrina 8% + ethion 60%) sobre a mesma cepa CAMPO que foi
testada no presente estudo, por meio de testes de estabulo (in vivo). Estes autores
encontraram valores de eficécia relativamente baixos para ambas as associagoes,
tanto sobre as cargas parasitarias quanto sobre os parametros reprodutivos das
fémeas de R. microplus desprendidas destes animais. Isto contrasta com o0s
resultados obtidos nos TPL (in vitro) conduzidos neste experimento, onde as
efichcias de organofosforados, piretroides e suas associagfes foram altamente
satisfatorias. Este fator assume relevancia do ponto de vista cientifico ao considerar
que a grande maioria dos trabalhos disponiveis sobre a resisténcia do carrapato

bovino so utiliza metodologias in vitro (CRUZ et al., 2014a).
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Amitraz foi o Unico principio ativo avaliado cuja ineficacia poderia ser
indicada em ambas as cepas experimentais. A resisténcia ao amitraz é também
amplamente disseminada em populacdes brasileiras de R. microplus, diagnosticada
em até 70% das cepas de determinadas regidées (MENDES et al., 2013). Existem, no
entanto, poucos estudos que focam na elucidacdo dos mecanismos de resisténcia
as amidinas (GUERRERO et al., 2014).

Estudos apontam a acdo significativa de esterases, e possivelmente
monooxigenases, na resisténcia de variados acaros ao amitraz (MILLER et al., 2001,
VAN LEEUWEN et al., 2004; MENDES et al., 2013). Mais recentemente,
pesquisadores apontaram a possibilidade de que a resisténcia a este farmaco
envolva mutacdes nos receptores de octopamina, ou seja, alteracdes no local de
acdo do principio ativo (VAN LEEUWEN et al., 2010; ABBAS et al., 2014).

A resisténcia ao amitraz € herdada como uma caracteristica recessiva
incompleta, com envolvimento de mais de um gene, que aparentemente ocorre de
forma mais lenta do que para os demais acaricidas (LI et al., 2005). Mendes et al.
(2013) observaram que nenhum efeito de sinergistas foi identificado em uma cepa
resistente ao amitraz, indicando que um aumento na detoxificacdo ndo esta
envolvido em sua resisténcia.

Pesquisas na ultima década demonstraram a reversao da resisténcia de
determinadas cepas do carrapato bovino ao amitraz. Jonsson et al. (2010)
observaram, utilizando Testes de Pacotes de Larvas na Australia, que carrapatos de
uma cepa resistente ao amitraz parasitando bovinos tratados ao longo de quatro
anos com spinosad, ou com a rotacdo entre spinosad e amitraz, demonstraram
diminuicdo nos niveis de resisténcia, ao passo que este fenbmeno avancou quando
0s bovinos eram medicados com amitraz. Estes autores também identificaram uma
variagcdo sazonal da resisténcia, aumentando durante primavera, verdo e outono e
decrescendo no inverno.

N&o obstante, é essencial ressaltar que o carrapato bovino da regido onde o
referido estudo de Jonsson et al. (2010) foi conduzido n&o € mais classificado como
R. microplus, tendo sido recentemente redescrito como Rhipicephalus (Boophilus)
australis (ESTRADA-PENA et al., 2012). Isto impede a extrapolacdo de dados, por

se tratarem de espécies diferentes de ixodideos.
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No Brasil, um estudo conduzido por Maciel et al. (2015), ao longo de 10
anos, demonstrou que aproximadamente 40 geracdes de R. microplus sem nenhum
contato com amitraz ndo foram suficientes para reversdo no quadro de resisténcia,
enguanto apenas trés anos foram suficientes para seu desenvolvimento.

A répida evolugcdo da resisténcia ao amitraz também foi registrada no
México, onde os seus indices aumentaram em até dez vezes durante um periodo de
15 meses (ROSADO-AGUILAR et al., 2008). Isto corrobora com o observado no
presente estudo, onde os niveis de mortalidade pelo amitraz das duas cepas
avaliadas decresceram de forma muito intensa ao longo dos dois anos de avaliagao.

No entanto, a forma como os testes foram conduzidos neste experimento
nao permitem relacionar este fendmeno fidedignamente a um aumento da
resisténcia. Nenhum dos animais responsaveis por manter ambas as cepas
experimentais teve contato direto com quaisquer amidinas ao longo dos dois anos.
Um fator considerado como provavel responsavel por este fenbmeno é a ineficacia
da técnica utilizada na avaliacdo do perfil de susceptibilidade ou resisténcia de
larvas de R. microplus as amidinas.

Miller et al. (2002) ja haviam proposto modificacdes no Teste de Pacote de
Larvas convencional para a obtencédo de resultados mais fidedignos ao avaliar o
amitraz. Estes autores observaram, por meio de mdultiplas comparagcbes, que a
utilizacao de formulacdes comerciais € melhor do que o uso do amitraz técnico, pois
este principio ativo € muito instavel, podendo ser degradado durante o teste.

Apesar de o presente estudo ter utilizado amitraz 12,5% formulado
comercialmente, os testes foram conduzidos em pacotes de papel filtro
impregnados. O estudo de Miller et al. (2002), todavia, demonstrou que o papel filtro,
em testes com amitraz, produz resultados muito varidveis dependendo do tempo de
exposicao das larvas. Ao utilizar o papel filtro, o ideal seria uma exposicédo de 72
horas (minimo de 48 h), enquanto este experimento utilizou exposi¢cao de 24 horas.

Para atingir resultados fidedignos em um Teste de Pacote de Larvas com
amitraz em um periodo de 24 horas de exposicdo, recomenda-se a substituicdo do
papel filtro por tecido de nylon. Este tipo de tecido, por ndo ser um substrato poroso
como o papel, permite maior disponibilidade do principio ativo em contato com as
larvas (MILLER et al., 2002).
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Outra possibilidade que ndo pode ser totalmente descartada é o risco de
impacto dos acaricidas agricolas sobre a resisténcia de R. microplus, ja levantado
anteriormente na literatura por Guerrero et al. (2014) e Lopes et al. (2014), sendo o
amitraz amplamente utilizado no Brasil como acaricida agricola (ANVISA, 2017).
Também existe a possibilidade de resisténcia cruzada, definida como o
compartilhamento de resisténcia entre acaricidas com mecanismos similares de
acao (ABBAS et al.,, 2014). Esta pode ser negativa, quando a resisténcia a um
composto acaba tornando esta populacdo mais susceptivel a outros farmacos
(NICASTRO et al., 2013). Tal possibilidade ja foi levantada com relacdo ao amitraz
no estado de Sao Paulo (MENDES et al., 2013).

Resisténcia cruzada positiva, com 0 aumento da resisténcia a um principio
levando ao mesmo aumento para principios distintos, ja foi detectada para o amitraz
em Tetranychus urticae resistente a clorfenapir, um analogo de pirazol (VAN
LEEUWEN et al., 2004). Clorfenapir age nos parasitos impedindo a conversao de
ADP em ATP (SATO et al., 2007), sendo usado em grande diversidade de lavouras,
tais como frutas, algodao, feijdo, eucalipto, milho e soja (ANVISA, 2017). No local
onde foi mantida a cepa MOZO existe plantio de eucaliptos, enquanto lavouras de
soja existem dentro do Campus da Universidade, onde foi mantida a cepa CAMPO.
N&do foram informados quais os pesticidas ou as técnicas de pulverizacao utilizados
em ambas as culturas. A area do presente estudo se encontra préxima ao aeroporto
de Jaboticabal, onde operam empresas de aviacdo agricola. No entanto, néo foi
possivel confirmar se as mesmas operaram proximas ao local onde o experimento
foi conduzido.

Adicionalmente, este projeto propds uma metodologia de controle
estratégico especifica ao local do estudo. Esta proposta se baseou na dinamica
populacional observada em outro experimento concomitante nesta area de Cerrado
e clima tropical com estacdo seca (Aw). Este experimento observou cinco geragdes
anuais do carrapato bovino, com picos de infestagdo concentrados no outono, fim do
inverno e comec¢o da primavera (“spring rise”) e ao longo do verédo. Neste estudo
foram observadas, ao longo de dois anos consecutivos, cargas parasitarias meédias
mais significativas concentradas no periodo seco do ano, entre outono e inverno
(CRUZ, 2017 — dados néo publicados).
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O controle estratégico padrao deste carrapato geralmente recomenda cinco
ou seis tratamentos com intervalos de 21 dias, somados ao periodo de caréncia do
farmaco utilizado. Deve ser focado no momento mais deletério ao desenvolvimento
do parasito no ambiente, pois € neste instante que os tratamentos vao obter melhor
eficacia, evitando populacdes elevadas de R. microplus nas estacfes do ano mais
favoraveis ao mesmo (ANDREOTTI et al., 2016).

Este programa geralmente busca uma reducdo em longo prazo na
frequéncia e numero de tratamentos necessarios, consequentemente reduzindo os
custos (MOREL et al., 2017). De forma geral, acaricidas aplicados via pulverizacao
sdo 0s mais baratos disponiveis no mercado. Considerando sua alta eficicia contra
ambas as cepas testadas no presente estudo, recomenda-se a utilizacdo dos
mesmos no programa de controle estratégico proposto, com excecdo do amitraz
12,5%, cuja eficacia foi insatisfatoria.

Historicamente, no Brasil, os tratamentos se concentram no periodo chuvoso
do ano, predominantemente no verdo (FURLONG et al.,, 2003; CHIEBAO et al.,
2006; FURLONG & SALES, 2007; PEREIRA et al.,, 2008; FURLONG & PRATA,
2013; ANDREOTTI et al., 2016; GARCIA et al., 2016). Os dados do presente estudo
indicam que o controle estratégico deve seguir padrdo similar nesta localidade, onde
maiores cargas parasitarias se concentram no periodo seco e ameno.

Um estudo anterior, conduzido em uma area de Cerrado com altitudes
significativamente maiores (cerca de 1040 metros), reportou esta mesma hipétese,
recomendando o tratamento dos animais na estagcédo chuvosa, entre a primavera e 0
verdo (PEREIRA, 2008). Tratamentos na primavera também foram recomendados
na Argentina, em uma area de clima subtropical semiarido (MOREL et al., 2017).

Em conclusdo, o presente estudo corroborou com a possibilidade de que
testes in vitro para avaliar a resisténcia de R. microplus a variados farmacos possam
superestimar a eficacia dos compostos avaliados, principalmente por ndo considerar
variaveis ambientais, tais como chuva ou luz solar, e relacionadas ao hospedeiro
gue interfiram na eficacia dos produtos. No entanto, futuros estudos conduzidos com
as mais variadas metodologias disponiveis, analisadas em paralelo, sdo necessarios
para que esta afirmacao possa ser confirmada ou descartada, permanecendo entao

como hipétese.
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Além disso, os resultados deste experimento evidenciaram um rapido
decréscimo dos niveis de mortalidade larval obtidos pelo amitraz em apenas dois
anos, para ambas as cepas avaliadas. O contato direto de ambas as cepas a
quaisquer acaricidas ndao ocorreu nos dois anos do estudo. Conclui-se que a mais
provavel causa destes valores discrepantes tenha sido a inefichcia do Teste de
Pacote de Larvas convencional para avaliacdo da susceptibilidade ou resisténcia de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus ao amitraz.

Independente de eventuais interferéncias da técnica empregada sobre 0s
valores finais obtidos, este estudo observou consideravel eficacia de
organofosforados, piretroides sintéticos e suas associacdes contra duas cepas de R.
microplus. No entanto, resultados discrepantes e ndo satisfatorios foram registrados
gquando se observou o amitraz 12,5%, uma das formula¢cdes mais amplamente
utilizadas no pais. Tais resultados permitem concluir que, mesmo que testes
especificos para cepa ou populacdo devam ser feitos para orientar a escolha dos
acaricidas, farmacos administrados via pulverizacdo ndo devem ser totalmente
descartados, mantendo-se como uma alternativa economicamente viavel.

Por fim, considerando a dindmica populacional de R. microplus em uma area
de Cerrado e clima tropical com estagcédo seca (Aw), este estudo concluiu que um
programa de controle estratégico similar ao geralmente recomendado no pais deve
ser aplicado. Este programa especifico recomenda o tratamento dos bovinos entre
0s meses de outubro e fevereiro, na estacdo chuvosa e quente, diminuindo os picos

de infestacdo subsequentes, que iriam ocorrer no outono.
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CAPITULO 6 — Consideracdes finais

1. Introducéao

O planeta Terra tem enfrentado de forma constante, com o passar dos anos,
mudancas climéticas severas e gradativas, alterando de forma significativa climas,
ambientes e biomas. O real impacto destas mudancas no ciclo de relevantes
parasitos, em especial o carrapato bovino, Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae), é foco de atuais pesquisas em diversos paises.
Tal fendbmeno, no entanto, ainda n&o foi completamente elucidado.

Um profundo conhecimento da ecologia e biologia deste ixodideo ao nivel
local, em cada diferente habitat ou microclima, se torna cada vez mais relevante,
buscando definir os pontos vulneraveis de seu ciclo e estabelecer estratégias
eficazes de controle, que também exigem conhecimento dos perfis de resisténcia
apresentados por cada populacao.

Na busca por suprir esta caréncia de informacdes, delineou-se o presente
estudo, focado na ecologia e biologia de R. microplus durante todo seu ciclo
biolégico, tanto na fase de vida livre (nas pastagens) como na fase parasitaria (em
bovinos), investigando de forma concreta os dados frente as mudancgas climéticas e
ambientais presenciadas. Também objetivou-se obter informacdes sobre o perfil de
susceptibilidade ou resisténcia de duas cepas da regido onde o estudo foi
conduzido, frente aos quimioterapicos mais rotineiramente utilizados no mercado.
Adicionalmente, este trabalho comparou diferentes metodologias disponiveis para a
avaliacao da fase de vida ndo parasitaria do carrapato bovino.

O experimento que originou os capitulos desta Tese de Doutorado, focando
nos questionamentos acima descritos, foi conduzido dentro do campus da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, FCAV, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquista Filho”, UNESP, em Jaboticabal, Sdo Paulo, no CPPAR,
Centro de Pesquisas em Sanidade Animal (21° 14’ 43” Sul, 48° 17° 03” Oeste). O dia
zero de todas as etapas experimentais foi definido como 01° de abril de 2015,
préximo ao inicio do outono. Todas as etapas foram encerradas no dia 731, 01° de

abril de 2017, contemplando dois anos consecutivos e ininterruptos.
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As conclusfes apresentadas ao longo deste trabalho se aplicam diretamente
ao bioma de Cerrado e clima tropical com estagédo seca ou tropical de savana (Aw),
pluviosidade média anual de 1405,2 mm3 e temperaturas médias entre 29,7 °C e
16,9 °C. Nao obstante, em todos os capitulos buscou-se a contextualizacdo destas

informagdes, comparando-as a outros biomas, climas, altitudes e habitats.

2. Conclusdes obtidas

Analisando o que foi disposto ao longo dos capitulos anteriores, ficou clara a
relevancia do conhecimento biolégico e ecoldgico concernente a Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, em especial frente ao potencial crescente dos riscos e
prejuizos ocasionados de forma cada vez mais intensa por este ixodideo a industria
pecuaria em geral.

Tal quadro € agravado pelo fenbmeno da resisténcia do carrapato bovino
aos acaricidas, que tem se disseminado em ritmo alarmante nos cinco continentes
sem que seus mecanismos tenham sido totalmente elucidados, impossibilitando seu
efetivo controle. O principal teste utilizado e preconizado para 0 monitoramento e
diagndstico da resisténcia, Teste de Pacote de Larvas (TPL), pode estar sendo
empregado de forma incorreta, eventualmente superestimando os valores de
eficacia obtidos, principalmente ao desconsiderar o efeito de variaveis ambientais
(pluviosidade ou radiacdo solar) e o efeito direto do hospedeiro, que interfiram no
funcionamento e na eficacia dos produtos.

No presente estudo também foram observados valores discrepantes nos
TPL conduzidos com o amitraz, reforcando a ineficacia do Teste de Pacote de
Larvas convencional, ja descrita na literatura, para avaliacdo da susceptibilidade ou
resisténcia de R. microplus as amidinas.

Adicionando estas implicacbes ao cenario alarmante da disseminacédo da
resisténcia, com cepas apresentando resisténcia multipla a quase todos os farmacos
disponiveis no mercado de forma concomitante, amplia-se a relevancia dos dados
obtidos pelo presente experimento, expostos nos capitulos 2 e 4, concernentes a
biologia e ecologia deste ectoparasito, buscando melhorias nas metodologias atuais

de controle deste ixodideo e diminuicdo dos prejuizos por ele causados a pecuaria.
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Antes de expor as principais conclusdes relativas as variaveis biologicas das
duas etapas do ciclo de vida de R. microplus, vale ressaltar os resultados obtidos ao
comparar diferentes metodologias para a analise de sua etapa néo parasitaria. Os
tubos metalicos geraram melhores resultados para pré-postura e postura. A
avaliacdo de fémeas livres definiu melhor os periodos de incubacédo e pré-eclosao.
As gaiolas teladas proporcionaram melhor avaliacdo da maturagao e longevidade.

No entanto, os tubos individuais, amplamente utilizados na literatura ha mais
de 60 anos, apresentaram consideravel proliferacdo fungica, enquanto nos canteiros
com fémeas livres houve grande predacdo das mesmas e de seus 0OvOoS por
artropodes, levando a impossibilidade de avaliacdo completa das varidveis em um
grande percentual das repeticdes destas metodologias.

Assim, considerando menor oscilagdo dos valores de cada variavel e menor
presenca de dados parciais, conclui-se que as gaiolas propostas neste trabalho,
confeccionadas com barras de aco galvanizado e telas metélicas do tipo
“‘mosquiteiro”, com 90 centimetros de altura e 60 centimetros em cada lateral,
permitem a avaliacdo mais fidedignha da fase ndo parasitaria deste ixodideo.

N&o obstante, o ideal é utilizar as trés metodologias concomitantemente,
com um numero consideravel de repeti¢cdes. Isto visa proporcionar maior robustez
dos resultados obtidos, diminuindo o impacto de dados parciais e obtendo valores
fidedignos e proximos da realidade enfrentada pelas fémeas e larvas deste
ectoparasito em condicdes reais de campo.

Observando a fase de vida parasitaria do carrapato bovino, foco prioritario
quando se pensa no controle do mesmo, foi possivel perceber ampla gama de
informacgdes conflitantes referentes a esta etapa do ciclo de R. microplus em
diferentes regides do Brasil, o que ja deveria ser esperado de um pais denominado
continental, com uma incrivel diversificacdo de ambientes, biomas e climas.

Porém, destaca-se a observacdo com o passar do tempo, mesmo em locais
préximos com padrdo climatico similar, ou até em uma mesma localidade, de uma
significativa mudanca na dinamica populacional, reforcando o fato deste ixodideo
estar se adaptando com sucesso as mudancas climaticas, se tornando ainda mais

significativo o seu impacto negativo na pecuaria.
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O aumento no numero de gerac¢des anuais do carrapato bovino, com cinco
geracoes registradas em dois anos consecutivos pela primeira vez na literatura, se
torna mais alarmante quando aliado a auséncia de correlacdes significativas entre
seu ciclo biolégico parasitando bovinos e as principais variaveis climaticas
apontadas como mediadoras de sua dindmica, ndo sendo o periodo de seu ciclo
sobre o hospedeiro efetivamente afetado por indices de precipitacdo pluviométrica,
temperatura ambiental, temperaturas registradas na superficie do solo e percentual
de umidade relativa do ar.

Ao focar as andlises na fase de vida livre, ndo parasitaria, do carrapato
bovino, onde é estimado se encontrar mais de 95% de uma populacéo, foi possivel
identificar influéncias relevantes dos fatores climaticos, destacadas principalmente
pela correlacdo positiva significativa observada entre pluviosidade e o periodo de
pré-postura, enquanto a teledgina se encontra no ambiente, e no caso de ovos e
larvas de R. microplus, que apresentam tendéncia de correlacbes negativas
significativas entre temperatura e os periodos de pré-postura, incubacdo e pré-
eclosdo, e entre umidade relativa do ar e os periodos de incubacéo e pré-eclosao.

Correlacionando os valores das varidveis biologicas obtidos por cada
repeticdo a campo com as estacbes do ano nas quais as mesmas se situaram,
foram observados pré-postura, incubacdo dos ovos, tempo até eclosdo larval e
tempo para amadurecimento das larvas mais curtos na estacdo chuvosa do ano
(primavera e verao)

Ja a postura dos ovos e a longevidade das larvas no ambiente foram
maiores durante o outono e inverno (estacao seca), com a duracéo total da fase de
vida ndo parasitaria deste ixodideo sendo maior durante a estacdo seca e amena
observada neste estudo. Assim, conclui-se com seguranca que, em uma area de
Cerrado com clima tropical de savana (Aw), periodos de menor temperatura e
umidade sédo favoraveis a sobrevivéncia das larvas nas pastagens.

Os dados obtidos por esta etapa do experimento indicaram que o periodo
seco do ano, que compreende outono e inverno, pode ser considerado mais
favoravel a manutencao do carrapato bovino no ambiente, assim como responsavel

por albergar maiores cargas deste ixodideo nos hospedeiros.
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O maior sucesso para a fase de vida ndo parasitaria deste carrapato é
consequentemente observado em fémeas que se desprendem dos bovinos no meio
do verdo, concluindo o periodo que precede a ecloséo larval ainda nesta estacéao,
com as larvas se mantendo no ambiente ao longo do outono.

No outono, estas larvas infestam os hospedeiros com maior sucesso,
levando a consideraveis picos de infestacdo que se prolongam até a primavera,
configurando o fendmeno conhecido como “spring rise”. O alto numero de teledginas
desprendidas dos bovinos no inicio desta estacdo auxilia na manutencdo das
populac6es ambientais na estacdo chuvosa, que se mostra menos favoravel ao
desenvolvimento das mesmas.

Ainda que a fase de vida livre de R. microplus seja negativamente afetada
por temperatura e pluviosidade mais elevadas, a nao interferéncia destes fatores
sobre a sua fase de vida parasitaria e a dindmica populacional observada, conforme
previamente descrito, demonstram indicios da adaptacdo deste ixodideo as
mudancas climaticas recentes, culminando na existéncia de cinco gerac¢des do
carrapato bovino por ano, o que, mesmo levantado como uma possibilidade por
diferentes autores, em variadas simulagdes que consideraram condi¢des ideais para
0 parasito em questao, nao havia sido efetivamente registrado até recentemente.

As cinco geragOes anuais deste parasito foram efetivamente observadas em
bovinos parasitados, ao longo de dois anos consecutivos com condicdes climaticas e
ambientais distintas. A estimativa do numero de gerac¢des por ano, calculada com
dados obtidos na fase de vida livre (mais especificamente os periodos de pré-
eclosdo e tempo de amadurecimento das larvas), reforca este valor, obtendo média
de 5,212 geragOes anuais do carrapato bovino.

Esta média obtida oscilou entre um minimo, nas mais adversas condicdes
registradas, de 2,626 geracfes/ano, e um maximo possivel, quando as condicdes
ambientais e climaticas forem mais favoraveis ao desenvolvimento de R. microplus,
de 8,29 geragbes/ano, um numero até entdo inédito na literatura consultada.

Os valores minimos e médios calculados para o numero de geragfes anuais
do carrapato bovino foram confirmados, nos capitulos 2 e 4, tanto por dados obtidos
ao longo deste experimento como por extensas discussoes com a literatura

cientifica.
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Reforca-se, assim, a relevancia do terceiro célculo conduzido, que
considerou as menores duracdes de pré-eclosdo e maturacdo, determinando a
possibilidade alarmante de ocorréncia de mais de oito geragdes por ano em uma
area de clima tropical com estacdo seca (Aw), quando as condi¢cdes climaticas
atingirem perfis considerados ideais.

Por fim, baseando-se em tudo o que foi até aqui exposto, este experimento
buscou propor uma metodologia efetiva de controle estratégico de R. microplus,
focando em tratar os animais nos momentos onde as condi¢des climaticas se
apresentem desfavoraveis aos mesmos, maximizando a eficacia dos produtos e
diminuindo as populagbes ambientais, retardando também o desenvolvimento da
resisténcia acaricida ao diminuir a pressao de selecéo.

Esta proposta concentrou os tratamentos na segunda metade da primavera
e primeira metade do verdo, mais especificamente nos meses de outubro a
fevereiro. Neste delineamento de controle estratégico, os periodos residuais de acao
dos potenciais farmacos a serem utilizados nédo foram considerados.

No caso de pulverizacdes, geralmente adicionam-se uma ou duas semanas
entre um tratamento e outro, dependendo do principio ativo e concentracdes
utilizadas. Neste caso, seria possivel inclusive dividir os intervalos entre tratamentos,
aplicando cinco banhos em intervalos maiores, desde que concentrados no mesmo
periodo do ano. Estes tratamentos na estacdo chuvosa levariam a populacdes
menores, tanto nos animais quanto no ambiente, durante outono e inverno, a
estacdo seca, reduzindo também o pico de inicio de primavera, “spring rise”. Em
caso de infestacOes mais severas, existe a op¢cdo de um novo tratamento conduzido
na primeira metade do inverno, antes do “spring rise”, reduzindo tal pico ainda mais

significativamente.

3. Perspectivas futuras

Como diversas vezes reforcado ao longo de todos os capitulos anteriores, o
dinamismo do ciclo de vida de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, associado as
constantes mudancas climaticas, demanda que pesquisas sempre sejam conduzidas
buscando a atualizacdo das informacdes concernentes a ecologia e biologia deste

ectoparasito.
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Recomenda-se que estudos similares sejam conduzidos em outros biomas,
altitudes, climas, pastagens, de forma constante, acompanhando assim as eventuais
variacfes que tais fatores podem representar no ciclo de vida deste ixodideo.

E essencial recomendar também que novo estudo seja conduzido buscando
a avaliacdo da real eficacia dos Testes de Pacote de Larvas (TPL) no
monitoramento e diagndstico da resisténcia de R. microplus aos acaricidas.

O ideal é que o delineamento desta avaliacdo compare, em uma mesma
cepa, a0 mesmo tempo e para 0S mesmos principios ativos, diferentes metodologias
in vivo e in vitro, predominantemente comparando contagens de carrapatos
parasitando bovinos naturalmente infestados, contagens de carrapatos obtidos de
bovinos artificialmente infestados em testes de estabulo, eficiéncia reprodutiva das
fémeas obtidas destes bovinos estabulados, Testes de Pacote de Larvas (TPL),
Testes de Imersdo de Adultos (TIA) e Testes de Imerséo de Larvas (TIL). Esta
comparacao permitiria observar a real influéncia dos fatores ambientais sobre a
eficacia dos farmacos testados, assim como considerar qual a influéncia do
hospedeiro sobre estes valores obtidos.

Ainda focando no Teste de Pacote de Larvas, seria vantajoso comparar em
diferentes localidades e variadas cepas a alteracdo proposta desta metodologia,
substituindo o papel filtro por tecido de nylon. Apesar dos fortes indicios de que esta
alteracdo é necessaria para obtencdo de resultados sélidos com o amitraz, novas
confrontacdes entre técnicas solidificariam esta proposta.

Novos estudos também devem ser orientados buscando reforcar a real
aplicabilidade das diferentes metodologias de avaliacdo da fase de vida néo
parasitaria do carrapato bovino, comparando as trés técnicas aqui propostas, além
da associacdo das mesmas, em diferentes condicbes climaticas e ambientais,
buscando a padronizacdo da melhor metodologia para replicacao futura dos estudos
concernentes a ecologia e biologia deste ixodideo.

Com relacéo a fase de vida parasitaria do carrapato bovino, considerando a
nao influéncia dos fatores climéaticos (temperaturas, ambiental e diretamente sobre a
superficie do solo, umidade relativa do ar e indices de pluviosidade) sobre a mesma,
a principal questdo que permanece € a identificacdo dos fatores responsaveis por

media-la.
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Estudos mais amplos devem ser propostos, comparando a dinamica
populacional deste ixodideo em diferentes pastagens, formas de manejo, taxas de
lotacdo, altitudes e, eventualmente, biomas. O mesmo esfor¢co de pesquisa pode e
deve ser dedicado a fase de vida livre deste relevante ectoparasito.

Futuros estudos sdo recomendados também para confirmar a eficacia da
metodologia de controle estratégico aqui proposta. O ideal € que este teste seja
feito, em um primeiro momento, no mesmo local onde o experimento desta Tese foi
conduzido, extrapolando esta metodologia, em caso de sucesso, para outras
regides, climas e ambientes.

O dado mais alarmante levantado pelo presente estudo foi a possibilidade de
observarem-se mais de oito geragdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus por
ano em condicfes climaticas ideais, sendo essencial que esta possibilidade seja
confirmada. Um estudo a campo, em condi¢cdes climaticas e ambientais que
favorecam o desenvolvimento do carrapato bovino, deve ser conduzido.

Cinco geracbes anuais deste ixodideo € o maior numero registrado na
literatura até 0 momento, mas um aumento de sua dinamica populacional é fator de
extrema importancia, devendo ser investigado com afinco.

O grande potencial para novas pesquisas aqui descritas, apenas focadas
nos aspectos ecolégicos, biolégicos e de resisténcia de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae), prova que permanecem atuais as
palavras proferidas em 1898 pelo Dr. Charles Joseph Pound, apresentando um
trabalho sobre este ixodideo para a Royal Society of Queensland, muito antes de
qualguer conhecimento sobre diferenciacdo de espécies ou diferentes grupos
genéticos atualmente observados.

“‘Apesar de conhecermos mais sobre o carrapato bovino do que qualquer
outro carrapato, ou mesmo qualquer inseto, no hemisfério Sul, a cada dia fazemos

novas descobertas. De fato, este tema aparenta ser praticamente inextinguivel”.

“‘As opinides, hipoteses e conclusdes ou recomendacdes expressas neste
material sdo de responsabilidade do(s) autor(es) e ndo necessariamente refletem a
visdo da FAPESP e da CAPES”.



