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RESUMO

A realizacdo deste trabalho teve como objetivos avaliar a situagao da resisténcia do
Rhipicephalus (Boophilus) microplus a cipermetrina e ao amitraz no Planalto
Catarinense e desenvolver uma técnica de avaliacdo de carrapaticidas por imersao
de larvas. No periodo de janeiro de 2004 a maio de 2006, foram coletadas amostras
de teledginas em bovinos de 20 propriedades, no Planalto Catarinense (amostras
por conveniéncia) e recebidas 20 amostras de teledginas enviadas por produtores
rurais. Foram realizados testes in vitro de imersao de teledginas em acaricida a base
de cipermetrina (0,015%) e amitraz (0,025%). Constatou-se que a resisténcia do
carrapato R. (Boophilus) microplus aos carrapaticidas cipermetrina e amitraz é
crescente no rebanho bovino do Planalto Catarinense. Para a realizagéo do teste de
imersdo de larvas foram coletadas 30 teledginas de bovinos de uma propriedade
rural do municipio de Lages. As larvas utilizadas no teste de imersdo foram obtidas
de ovos da postura do terceiro ao décimo segundo dia, que foram acondicionados
10mg por seringa, descartavel de 5ml, previamente preparadas e mantidas em
camara climatizada até a eclosdo das larvas. Para o teste carrapaticida foram
utilizadas larvas de sete a dez dias submetidas a imerséo, por 30 segundos, em oito
diluicdes de produtos carrapaticidas comerciais a base de amitraz e de cipermetrina,
cada uma com dez repeticbes. O grupo controle para cada repeticdo e produto, foi
imerso em agua destilada. A leitura foi realizada 24 horas apés o tratamento com a
contagem de larvas vivas e mortas. O célculo da dose letal 5o foi realizado a partir da
linha de regresséo, utilizando o programa “Sigma plot”. A metodologia proposta para
0 teste carrapaticida por imersdo com larvas apresentou resultados promissores
para avaliacdo de carrapaticidas e pode ser utilizada para calcular a média da dose
letalso para os acaricidas a base de cipermetrina e amitraz.

Palavras-chave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Cipermetrina. Amitraz.
Resisténcia.



ABSTRACT

The aims of this study were to evaluate the degree of resistance of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus to cypermethrin and amitraz in the Santa Catarina Plateau,
and to develop a technique for the evaluation of acaricides by larvae immersion.
Engorged female ticks, collected between January 2004 and May 2006, were
sampled from 20 ranches in the Santa Catarina Plateau (samples by convenience)
and also received directly from ranchers (20 samples). Engorged females were
submitted to in vitro immersion tests in cypermethrin (0.015%) and amitraz (0.025%)
acaricides. The results indicated resistance of R. (B.) microplus to cypermethrin and
amitraz to be rising in bovine herds in the Santa Catarina Plateau. To carry out the
larvae immersion test, 30 engorged females were collected in a ranch in Lages.
Larvae used in the immersion test were obtained from 10mg of eggs placed into 5ml
disposable syringes, previously prepared and kept in controlled conditions of
laboratory (27 + 1 °C and 80 + 10% UR), and collected between the third and the
twelfth day of oviposition. Seven to ten days old larvae were submitted to the
acaricide laboratory test, in ten replications, by their immersion in eight dilutions of
commercial acaricides (amitraz or cypermethrin), for 30 seconds; for each replication
and commercial product, a control group was immersed in distilled water. Results
were evaluated 24 hours after each treatment by counting the number of live and
dead larvae. The lethal dose (LDso) was obtained from a regression curve by the
“Sigma Plot” program. The proposed acaricide laboratory test procedures by larvae
immersion offered promising results for the evaluation of acaricides, proving useful
for the calculation of the mean LDs, for cypermethrin and amitraz.

Keywords: Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Cypermethrin. Amitraz. Resistance.
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INTRODUCAO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um dos principais ectoparasitos dos
bovinos, ocasionando prejuizos, principalmente pela espoliacdo sanguinea, que
interfere no ganho de peso, e pela transmissdo de Babesia spp. No Brasil, este
carrapato é considerado um dos maiores entraves a pecuaria bovina. Estima-se que
0S prejuizos causados por este 4caro e pelas doengas por ele transmitidas, estdo
em torno de dois bilhdes de dolares anuais. E um parasito temporario e obrigatério
dos bovinos, distribuido geograficamente entre os paralelos 32° Norte e 32° Sul,
provavelmente porque em temperaturas medias inferiores a 15°C, por um periodo de
aproximadamente seis meses reduz a postura e torna os ovos inférteis. Em Santa
Catarina esté presente nos bovinos em todo o territério.

O método de controle por meio do uso de carrapaticidas ainda é o mais
utilizado, embora o sucesso seja limitado, pelo uso inadequado. Além disto resulta
em alto custo com a aquisicdo dos produtos, instalacdes, mao-de-obra e emergéncia
de cepas resistentes. Devido as diversas implicacées do uso de acaricidas, criou-se
a necessidade de desenvolver e introduzir métodos auxiliares para o controle do R.
(B.) microplus. Entre estes se incluem o deferimento de pastagens, o controle
bioldgico por meio de utilizacdo de predadores naturais, 0 uso de espécies parasitos
como bactérias ou fungos, a utilizacdo de racas resistentes e, atualmente, o uso de
vacinas.

O controle por meio de vacinas contra o R. (B.) microplus tem sido muito
estudado, no entanto estes imunéginos ndo asseguram um grau de protecédo eficaz
ao hospedeiro, para serem utilizadas sem o uso concomitante de produtos quimicos.

O R. (B.) microplus esta adaptado ao seu hospedeiro natural, o Bos taurus.
A criacdo de racas resistentes € umas das alternativas para seu controle. No

entanto, no Brasil, a pratica de aumentar a participacdo de sangue europeu (Bos
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indicus) no rebanho associado ao uso indiscriminado e frequente dos produtos
carrapaticidas tem favorecido o surgimento de diversas cepas resistentes.

O controle do carrapato R. (B.) microplus é considerado ainda ineficiente,
devido, principalmente, a falta de um monitoramento racional e eficaz no uso dos
produtos quimicos. Os proprietarios adotam praticas de controle individuais sem
critérios técnicos. Os critérios para a escolha dos produtos carrapaticidas a serem
utilizados nas propriedades sdo com frequéncia, 0 preco e as propagandas que
enfatizam a eficacia do produto. Isto tem contribuido para o estabelecimento da
resisténcia.

E imprescindivel ressaltar que o controle da Haematobia irritans tem
aumentado o estabelecimento de cepas de R. (B.) microplus resistentes a
determinados principios ativos, que agem em ambos os parasitos, devido ao
aumento do numero anual de aplicacbes, em concentragbes inferiores as
recomendadas para o controle do carrapato. H4, portanto, a necessidade de se
adotar e aprimorar o manejo integrado visando o controle do carrapato assim como
a avaliagdo do desenvolvimento de resisténcia aos produtos quimicos.

O wuso indiscriminado de acaricidas durante anos para o controle tem
favorecido o aparecimento de cepas resistentes de carrapatos R. (B.) microplus.
Estas cepas podem ser detectadas in vivo, verificando o efeito dos compostos
acaricidas sobre os carrapatos no hospedeiro, ou no laboratério, por meio da
imerséo in vitro de fémeas ingurgitadas ou de larvas ndo alimentadas, em diferentes
principios ativos e concentracdes, verificando-se posteriormente o seu efeito sobre a
viabilidade dos ovos e sobrevivéncia dessa cepa, respectivamente.

Como consequéncias do estabelecimento da resisténcia a diversos grupos
guimicos nas propriedades, estdo sendo realizadas inUmeras pesquisas na busca de
métodos alternativos para o controle do carrapato, assim como, diversas
metodologias para se avaliar a eficacia dos carrapaticidas. Os testes in vitro séao
fundamentais para medir a suscetibilidade do R. (B.) microplus e para o diagnostico
da resisténcia nas propriedades as bases quimicas.

O desenvolvimento da técnica de imersdo de larvas (TIL) em seringas
adaptadas, como método para avaliar a eficacia dos produtos a base de
cipermetrina e amitraz, justifica-se pelo nédo fornecimento pela Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAO) do papel filtro impregnado com

acaricidas diluidos em Oleos em diferentes concentracbes de carrapaticidas e
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padronizado para teste carrapaticida in vitro com larvas. Atualmente s&o preparados
de forma artesanal o que dificulta a comparacéo de resultados.

A realizacdo deste trabalho teve como objetivos avaliar a situagéo de
resisténcia entre amostras coletadas por conveniéncia e amostras derivadas da
demanda para o diagnéstico de resisténcia de R. (B.) microplus a cipermetrina e ao
amitraz e desenvolver uma técnica de avaliacdo de carrapaticidas por imersdo de

larvas.



1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 RESISTENCIA

Coles et al. (1992) relataram que a resisténcia aparece quando uma
populacdo de parasitos é capaz de tolerar doses de um produto que é eficaz em
outras populacdes da mesma espécie, sendo este um caréter hereditario. Estudos
indicam bases moleculares da resisténcia, como diferentes grupos de enzimas
presentes em diferentes rotas metabdlicas que compdem 0s mecanismos de
resisténcia e detoxificacdo celular, além de mutacdes que podem aumentar a
tolerancia a um determinado composto quimico (FREITAS et al., 2005). As bases
moleculares envolvidas no desenvolvimento de cepas resistentes incluem o aumento
da expressdo de genes ou aumento da atividade de enzimas detoxificadoras,
mutacfes em neurorreceptores e em canais de sodio.

Trés familias de proteinas séo responsaveis pelo metabolismo de inseticidas
entre 0s quais o0s citocromos P450, destacando-se a P450 monoxigenase
responsavel pela detoxificacdo de piretréides e organofosforados em artrépodes,
inclusive em B. microplus; as esterases (Est) em especial as fosfotriesterases
(PTEs), acetilcolinesterase (AChE) e as carboxilesterases envolvidas na
detoxificacdo de organofosforados; a glutationa S-transferases (GSTs) isolada de
larvas e de glandula salivar de B. microplus de e, no entanto se desconhece o papel
da GSTs na resisténcia de piretroides. As mutacfes em genes de canais de sédio e
em receptores de octopamina sao responsaveis pela resisténcia aos piretréides e
amitraz, respectivamente (FREITAS et al., 2005).

Conforme Sabatini et al. (2001) sdo trés as técnicas comumente utilizadas
para avaliacdo da resisténcia: a Técnica do Pacote de Larvas (TPL) desenvolvido
por Stone e Haydock (1962), a Técnica de Imerséo Larval descrita por Shaw (1966)

e a Técnica de Imersdo de Adultos (TIA). Esta técnica é a mais utilizada, porém,
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algumas vezes, apresenta dificuldades para obtencdo de ndmero suficiente de
teledginas para avaliar diversos carrapaticidas.

Na sub-regido da Zona da Mata, em Pernambuco, Faustino et al. (1995), por
meio de testes in vitro, avaliaram a eficacia de acaricidas utilizando fémeas
ingurgitadas. Concluiram que o B. microplus apresentava resisténcia aos
carrapaticidas a base de amitraz e aos piretréides sintéticos cipermetrina e
deltametrina. Santana et al. (2001) analisaram os aspectos do controle quimico do
B. microplus em bovinos de 21 propriedades, das quais 11 pertencentes a
Mesorregido da Mata e 10 a Mesoregido do Agreste, Pernambuco. Na Mesoregiéao
da Mata os acaricidas de maior utilizacdo séo os produtos a base de cipermetrina e,
no Agreste apesar dos produtos piretrdides, deltametrina e cipermetrina terem sido
utilizados anteriormente, houve uma substituicdo por aqueles cujas bases
correspondem a associacdo de diferentes grupos quimicos, geralmente, com
organofosforado. O método de aplicagdo mais comumente utilizado pelos
produtores, foi o de pulverizagdo manual, seguido pela aplicacdo de “pour-on” e
injetdveis em ambas as areas estudadas. Na maioria das propriedades da Mata
(63,65%) e do Agreste (80%) houve referéncia quanto a falha na eficacia dos
produtos utilizados.

Silva et al. (2004) verificaram cepas resistentes na regido norte do estado de
Tocantins ao amitraz, deltametrina, flumetrina e cipermetrina.

Silva et al. (2000) avaliaram a eficacia do clorfenvinfés (500ppm) e da
cialotrina (45ppm) no controle do carrapato B. microplus na bacia leiteira de Goiania
(GO) em 22 propriedades rurais. O clorfenvinfés apresentou eficacia de 100% em
todas as amostras testadas, enquanto a cialotrina apresentou eficacia de 77, 21%,
medidos pela percentagem de inibicdo da reproducéao.

No estado de Sao Paulo, durante o periodo de 2001 a 2004, foram realizados
testes de imerséo de teledginas de B. microplus oriundas de 17 propriedades de oito
municipios da Regido do Vale do Paraiba, para avaliar a eficacia de carrapaticidas
comerciais. Os produtos dos grupos quimicos piretroides sintéticos (28,24%) e
amitraz (47,19%) apresentaram baixa eficacia sendo a melhor eficacia evidenciada
por produtos da associacdo entre piretréides sintéticos com organofosforados
(88,64%) (PEREIRA, 2006).

Leite (1988) relatou caso de resisténcia a piretréides no estado do Rio de

Janeiro. Goncalves et al. (2004), nas regibes Noroeste e Centro Sul do estado
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avaliaram a sensibilidade das teledginas frente aos produtos quimicos, verificando
uma variacdo da mesma, sugerindo a presenca de cepas resistentes para 0s
seguintes  carrapaticidas:  diclorvos/clorpirifés, amitraz, deltametrina e
triclorfon/coumafas/cyfluthrim.

Souza et al. (2003) avaliaram a efichcia dos acaricidas
clorfenvinfos/diclorofenil (0,05%/0,015%), cipermetrina (0,015%), amitraz (0,025%),
deltametrina (0,0025%)), alfametrina (0,05%), cipermetrina/clorfenvinfos
(0,0625%/0,0345%) e triclorfon/coumafés/cyfluthrin (0,388%/0,005%/0,005%) em
propriedades rurais da regido Centro Sul do Parand. Das 17 propriedades
analisadas, 70,59% apresentaram problemas de resisténcia a pelo menos um dos
carrapaticidas testados. Com relacdo aos piretréides cipermetrina, deltametrina e
alfametrina foi verificado o maior niumero de propriedades com resisténcia (53,3%,
18,75% e 18,75, respectivamente). A eficacia ao amitraz variou de 97,49% a 100%,
exceto em uma propriedade em que a eficicia foi de 61,17% o que sugere a
ocorréncia de resisténcia.

No Brasil o primeiro relato de resisténcia do B. microplus aos arsenicais,
ocorreu no Rio Grande do Sul (FREIRE, 1953). Nesse mesmo Estado, estirpes de
carrapatos resistentes aos organofosforados foram relatadas por Laranja et al.
(1974) e aos piretréides por Alves Branco et al. (1992) e Martins et al. (1995). Alves
Branco e Pinheiro (1989) observaram um alto potencial de resisténcia do B.
microplus as bases quimicas piretréides e organofosforados. Vieira e Tuerlinck
(1997) ratificaram a resisténcia ao amitraz e aos piretréides sintéticos cipermetrina e
deltametrina.

No Planalto Catarinense, Souza et al. (1984) observaram inibicdo de postura
inferior a 74% para todos os carrapaticidas fosforados testados, sugerindo a
existéncia de resisténcia do B. microplus em duas das trés propriedades estudadas.
Souza et al. (1999), verificaram que o amitraz apresentou eficacia superior a 90%
em todas as propriedades. Eficacia inferior a 90% foi verificado em 60%, 46,67%,
13,34% e 20% das propriedades, para os carrapaticidas coumafds, deltametrina,
cipermetrina/clorfenvinfés e alfametrina, respectivamente, o que indica o
desenvolvimento de resisténcia do B. microplus a estes produtos.

Os produtores constatam o problema de falhas do carrapaticidas ou
resisténcia do B. microplus pela presenca de instares sobre os animais apos o

tratamento.
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O comportamento das diferentes estirpes frente aos diferentes produtos, pode
ser aferido usando-se testes in vivo através do banho do animal parasitado ou in
vitro utilizando principalmente teléginas em condi¢des de laboratorio.

A avaliagdo in vivo da acdo de acaricidas em B. microplus foi descrita
baseando-se na contagem de teledginas de 4,5 a 8 mm de comprimento, em
bovinos tratados e nao tratados. O método foi usado para comparar a eficiéncia dos
diferentes meios de aplicacdo (WHARTON et al.,1970).

Conforme Amaral (1993) fémeas ingurgitadas e larvas n&o alimentadas sao
dois instares de B. microplus utilizados em provas in vitro, na avaliagdo de
carrapaticidas para bovinos. O teste mais comum é o de imersdo de teledginas
numa formulacdo liquida do produto, sendo que larvas também podem ser
submetidas as provas de imersdo, ou em envelopes impregnados com o ixodicida.

O tempo minimo de imersdo de cinco minutos de fémeas ingurgitadas de B.
microplus em testes de avaliacdo de resisténcia in vitro com o acaricida amitraz, na
concentragdo eficaz de 50% (CEsp), foi estabelecido utilizando a cepa Mozo,
considerada cepa padrdao devido sua suscetibilidade aos acaricidas em uso
(OLIVEIRA et al., 2000). As provas de laboratdrio sdo indicativas da eficacia de um

produto, praticas e seguras para o diagndéstico de resisténcia.

1.2 AVALIACAO DE CARRAPATICIDAS POR MEIO DE TESTES DE IMERSAO
COM LARVAS

Sabatini et al. (2001) citaram o Teste de Imersdo de Larvas (TIL)
(SHAW,1966) e o Teste do Pacote de Larvas (TPL) (STONE E HAYDOCK,1962)
adotado pela FAO (Organizacéo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacéo)
(1984) como métodos utilizados para deteccéo da resisténcia.

Stone e Haydock (1962) desenvolveram um método para testar a
suscetibilidade das larvas de B. microplus aos acaricidas, no qual sdo colocadas
larvas em envelopes de papel filtro previamente impregnados com acaricidas
diluidos em 6leos em diferentes concentracfes. O envelope com formato retangular,

apresenta trés bordos livres os quais sdo fechados por meio de “clips”, sendo a
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leitura realizada apos 24 horas. Para realizacdo deste método, tem-se como
vantagem a facilidade de obtencdo dos instares, todavia, o ndo fornecimento de
papéis impregnados com os carrapaticidas pela FAO, ou por outras instituicdes,
dificulta a padronizagéo para comparacao dos resultados entre diferentes autores.

Miller et al. (2002) descreveram uma modificacdo da técnica do teste dos
envelopes preparados com papéis impregnados com acaricidas (TPL) para
guantificar a suscetibilidade do B. microplus ao amitraz. O método desenvolvido por
Stone e Haydock (1962) ndo quantifica a suscetibilidade dos carrapatos ao amitraz,
porque nenhuma relacdo entre dose e mortalidade das larvas é produzida.

Ducornez et al. (2005) relataram a resiténcia em duas populacbes de
carrapato B. microplus ao amitraz utilizando o Teste do Pacote de Larvas modificado
(TPL), na Escécia. A aplicacdo de acaricidas € um método de controle comumente
utilizado para o controle do carrrapato bovino na Escocia. Os produtos a base de
deltametrina eram utilizados em 46% e o amitraz em 54% das propriedades que
apresentaram problemas de resisténcia a deltametrina. Um total de 29 propriedades
foram analisadas, no entanto para 11 populacdes de carrapato os testes ndo foram
conduzidos devido a insuficiéncia do numero de larvas, alta mortalidade do controle
ou nenhuma relacdo entre a dose utilizada e a mortalidade das larvas foi observado.
Os valores das concentracdes letais 50 e 90% foram estimados para 18 populacdes,
das quais seis foram consideradas suscetiveis e duas resistentes ao amitraz (cepas
Gadji e Néty).

Testes com larvas foram realizados utilizando o Teste do Pacote de Larvas
(TPL) fornecido pela FAO para caracterizar duas cepas suscetiveis, Mozo e Salta,
como padrdes de referéncia para testes de diagnostico de resisténcia. Os acaricidas
testados foram cipermetrina, deltametrina, cialotrina, flumetrin, coumafés e diazinon.
Ambas as cepas foram consideradas adequadas para 0 uso como padrdes de
referéncia. Os valores da concentracao letal 50% da cepa de campo para todos os
carrapaticidas testados foram superiores aos das duas cepas susceptiveis e 0s
dados encontrados para o fator de resisténcia sugerem a ocorréncia de cepas
resistentes (VIEIRA-BRESSAN et al., 1999).

Souza (1979) estudou a suscetibilidade dos instares de B. microplus ao
ethion, amitraz e arsenito de sodio, e concluiu que a técnica de imersdo permite
guantificar a suscetibilidade dos instares parasitarios de B. microplus aos

carrapaticidas, com excecao das larvas parasitas e das ninfas.
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Sabatini et al. (2001) realizaram testes laboratorias com larvas e teledginas de
B. microplus ultilizando a Técnica do Pacote de Larvas (TPL), Teste de Imersao de
Larvas (TIL) modificado e o Teste de Imersdo de Telebginas (TIA) com principio
ativo puro e formulagfes comerciais de lactonas macrociclicas. Foram determinadas
as concentragdes letais 50 e 99%, assim como a dose descriminante (DD) que
podera ser utilizada no diagndéstico de resisténcia a lactonas macrociclicas de cepas
Australinas de B. microplus. Uma alta sensibilidade do Teste de Imersdo de Larvas
modificado (TIL) foi percebida, mas outros testes deveriam ser realizados com outras
populacdes de carrapatos.

Conforme o autor, a toxicidade das lactonas macrociclicas é superior no Teste
de Imerséo de Larvas (TIL) quando comparado ao Teste do Pacote de Larvas (TPL).
N&o foram realizadas todas as comparagdes entres os trés testes e combinacgdes de
diferentes lactonas macrociclicas, devido a dificuldade de adquirir o principio ativo
puro e particularmente a pouca solubilidade de alguns acaricidas comerciais.

Klafke et al. (2006) relataram o primeiro caso de resisténcia a ivermectina
detectado por testes in vitro. Testes de Imersao de Larvas (TIL) foram realizados
utilizando uma formulagédo comercial de ivermectina a 1% com larvas de duas
polulacbes de campo de B. microplus (Barra Alegre e S8o Francisco) e uma cepa
referéncia suscetivel (Porto Alegre). A populacdo de carrapatos Barra Alegre foi
escolhida devido ao historico de utilizacdo de produtos a base de ivermectina
durante cinco anos e as dificuldades no controle. A cepa Séo Francisco ndo possuia
historico de aplicacdo de lactonas macrociclicas. As concentrades letais 50 e 99%, o
fator de resisténcia em relacdo a cepa suscetivel (POA) e a dose descriminante
foram calculadas. A concentracdo letal 50% da cepa de carrapato Barra Alegre foi
superior ao valor encontrado para a cepa suscetivel e o fator de resisténcia (Cl 95%)
de 3,78 (3,47- 4,12), 0 que sugere gue esta populacéo seja resistente a ivermectina.
A cepa Sao Francisco ndo apresentou nenhuma diferenca na resposta a ivermectina
em ralacao a cepa Porto Alegre, o que sugere que esta populacdo seja suscetivel a
ivermectina.

De acordo com Sabatini et al. (2001) e Klafke et al. (2006) o Teste de Imerséao
de Larvas (TIL) ndo € recomendado pela FAO como teste de diagnostico de
resisténcia, no entanto Klaflke et al. (2006) afirmam que o Teste de Imersédo de
Larvas (TIL) € capaz de fazer a diferenciacao de cepas resistentes e suscetiveis. Os

dados encontrados pelos autores mostram que o teste é sensivel e pode ser
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utiizado para o diagnostico de resisténcia de populagbes de B. microplus a
ivermectina.

Conforme Vargas et al. (2003) o monitoramento das populacbes de
carrapatos, com relacdo aos carrapaticidas em uso por meio de testes em in vitro, é
um procedimento essencial na deteccéo precoce de problemas de resisténcia tendo
em vista que o uso de acaricidas ainda se constitui no principal instrumento de

controle do carrapato bovino B. microplus.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 EXPERIMENTO | - SITUACAO DA RESISTENCIA DO Rhipicephalus
(Boophilus) microplus A CIPERMETRINA E AMITRAZ, POR MEIO DO TESTE DE
IMERSAO DE TELEOGINAS, NO PLANALTO CATARINENSE

No periodo de janeiro de 2004 a maio de 2006, foram coletadas,
manualmente, teledginas, diretamente de bovinos de diversas racas e graus de
sangue, naturalmente infestados, em 20 propriedades rurais do Planalto
Catarinense, sendo que destas, algumas foram de bovinos destinados ao abate no
frigorifico (amostras por conveniéncia) e também foram avaliadas teledginas de 20
propriedades da demanda para o diagndstico de resisténcia.

Quando o numero de teledginas coletado nas propriedades rurais ou no
frigorifico era insuficiente para realizagdo do teste, a cepa foi reproduzida por
infestacBes em bovinos estabulados, para posterior realizacdo dos testes de imersao
de teledginas.

Analisou-se também os resultados dos testes de imersdo de teledginas
realizados no Laboratério, no periodo de agosto de 1997 a dezembro de 2001, nos
guais foram utilizados cipermetrina e amitraz em amostras coletadas por
conveniéncia e naquelas solicitadas por produtores rurais.

As teledginas de R. (B.) microplus coletadas foram acondicionadas em
frascos com tampa, identificados e que permitiam a aerac¢do para o transporte ao
Laboratério de Parasitologia e Doencas Parasitarias, do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias-CAV, da Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC, onde
num periodo inferior a 24 horas, foram realizados testes in vitro de imersdo de
teledginas em acaricidas a base de cipermetrina (0,015%) e amitraz (0,025%).

As teledginas foram examinadas, selecionadas as de melhor vitalidade e
pesadas para formar trés grupos com 10, espécimes com aproximadamente o
mesmo peso. Cada um dos grupos foi imerso, respectivamente, durante cinco

minutos em cipermetrina, amitraz, nas diluicbes citadas e em &gua destilada
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(controle). Ap6s a imersdo foram secados em papel absorvente, colocadas em
placas de Petri, devidamente identificadas e mantidas em camara climatizada do tipo
BOD, regulada a 27 + 1°C e UR 80 *+ 10% e escotofase, por 18 dias.

Ao final deste periodo foi mensurada a massa de ovos de cada grupo em
balanca de precisdo de 0,001g. e acondicionada em tubos de ensaio, levada a
estufa nas condigbes anteriormente descritas, para avaliar os indices de
eclodibilidade.

Foi calculado o indice de Reproducéo (IR) pela equacao:

IR - Peso de ovos X % de eclosdo X 20.000*

Peso das teledginas

*A constante 20.000 significa 0 numero estimado de larvas em 1g de ovos de
R. (B.) microplus.
A percentagem de eficicia pela seguinte equacéo:

% de eficacia - (IR controle - IR tratado) X 100

IR controle

O critério utilizado para considerar o carrapaticida eficaz foi o valor minimo de
95%, conforme legislacdo vigente para obtencédo do registro de acaricidas junto ao
Ministério da Agricultura no Brasil (BRASIL, 1990).

2.2 EXPERIMENTO Il - TESTE CARRAPATICIDA POR IMERSAO DE LARVAS DE
Rhipicephalus (Boophilus) microplus: AVALIACAO EM CIPERMETRINA E
AMITRAZ.

Foram utilizadas 30 teledginas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
coletadas de bovinos de uma propriedade rural do municipio de Lages, as quais
foram colocadas em placas de Petri em camara climatizada a temperatura de 27+
1°C e 80 = 10% de umidade relativa para realizarem postura. Para obtencdo das
larvas foram utilizadas as posturas do terceiro ao décimo segundo dia e

acondicionados 10mg por seringa, descartavel de 5ml, previamente preparadas,
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cortando a extremidade proxima do canh&o e feito um orificio de aproximadamente
0,1mm de diametro, na metade desta. O émbolo foi posicionado de forma a fechar o
orificio e a extremidade cortada foi fechada com tecido de trama fina, fixado com
elastico ortodéntico de didametro de 7,94mm e mantida em camara climatizada até a
eclosao das larvas.

Larvas com idade entre sete e dez dias foram submetidas a imersdo em oito
diluicbes de produtos carrapaticidas comerciais a base de amitraz e cipermetrina
como expresso na Tabela 1. Foram realizados dez testes, sendo mantido um grupo
controle para cada repeticdo e produto, o qual foi imerso em agua destilada. Cada
grupo de larvas foi imerso nas respectivas diluicdes, durante 30 segundos e um
grupo em agua destilada, posicionando o émbolo posterior ao orificio para permitir a
entrada de ar e consequentemente o preenchimento total da seringa com produto a
testar. Para cada teste foram realizadas duas repeti¢oes.

A leitura foi realizada 24 horas apos o tratamento por meio da contagem de
larvas vivas e mortas.

O célculo da dose letal 5 foi realizado a partir da linha de regressao, utilizando
0 programa “Sigma plot”.

O método estatistico utilizado para avaliacdo dos resultados foi analise
descritiva dos dados.

A sequéncia da técnica de imersao de larvas esta expressa na Figura 1.
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Tabela 1 — Dilui¢cbes de Cipermetrina (0,015%) e Amitraz (0,025%) utilizadas no teste de imersdo com
larvas.

Cipermetrina Amitraz

ppm ul ml H,O ppm ul ml H,O
150 100 100 250 200 100

75 50 100 125 100 100
37,5 25 100 62,5 50 100
18,75 12,5 100 31,25 25 100
9,37 6,2 100 15,62 12,5 100
4,68 3,1 100 7,81 6,2 100
2,34 1,5 100 3,90 3,1 100
1,17 1,5 200 1,95 1,5 100

0 0 100 0 0 100
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Figura 1 — Sequéncia da técnica de imersao de larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

1 — Postura de teledginas de Riphicephalus (Boophilus) microplus

2 — Seringas descartaveis preparadas para o teste de imerséo de larvas
3 — Teste de imers&o com larvas

4 — Imerséo das seringas em dilui¢cdes de produtos carrapaticidas

5 — Retirada do excesso de produto em papel absorvente

6 — Seringas apos a imersao em diluicdes de produtos carrapaticidas

7 — Leitura do teste de imersédo de larvas




3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXPERIMENTO | — SITUACAO DA RESISTENCIA DO Rhipicephalus
(Boophilus) microplus A CIPERMETRINA E AMITRAZ, POR MEIO DO TESTE DE
IMERSAO DE TELEOGINAS, NO PLANALTO CATARINENSE

Na Tabela 2 estdo expressas as percentagens de eficacia dos acaricidas a
base de cipermetrina (0,015%) e de amitraz (0,025%) das amostras de teledginas,
coletadas em 20 propriedades rurais (amostras por conveniéncia) e na Tabela 3 a
percentagem de eficacia das amostras derivadas da demanda para o diagnéstico de
resisténcia em 20 propriedades do Planalto Catarinense.

Tabela 2 — Percentagens de eficacia da Cipermetrina (0,015%) e do Amitraz (0,025%) em 20
propriedades rurais no Planalto Catarinense coletadas por conveniéncia no periodo de
janeiro de 2004 a maio de 2006.

Eficacia Cipermetrina Amitraz
(%) N° de propriedades (%) N° de propriedades (%)
95-100 2 10 19 95
85-94 5 25 1 5
75-84 0 0 0 0
65-74 1 5 0 0
55-64 3 15 0 0
<55 9 45 0 0

Total 20 100 20 100
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Tabela 3 — Percentagens de eficacia da Cipermetrina (0,015%) e do Amitraz (0,025%) em 20
propriedades rurais no Planalto Catarinense derivadas da demanda para o diagnostico de
resisténcia no periodo de janeiro de 2004 a maio de 2006.

Eficacia Cipermetrina Amitraz
(%) N° de propriedades (%) N° de propriedades (%)
95-100 1 5 18 90
85-94 2 10 0 0
75-84 0 0 0 0
65-74 2 10 0 0
55-64 1 5 0 0
<55 14 70 2 10
Total 20 100 20 100

Na Tabela 2, observa-se que das 20 propriedades, duas (10%) apresentaram
eficacia entre 95-100% para cipermetrina, cinco (25%) entre 85-94% e 13 (65%)
inferior a 75%. Estes resultados sdo sugestivos da ocorréncia de resisténcia em 90%
das propriedades. Foram realizados testes in vitro de imersdo de teledginas de
bovinos em sete propriedades no ano de 2001, sendo que quatro (57,14%)
apresentaram eficacia entre 95-100%, duas (28,57%) entre 85-94% e apenas uma
(14,28%) propriedade apresentou eficacia entre 55-64% (Tabela 4). Observou-se um
aumento no numero de propriedades com carrapatos resistentes a cipermetrina.
Este fato pode estar relacionado ao uso anterior do produto e ao manejo inadequado
na propriedade.

A baixa eficacia encontrada para a cipermetrina em 90% das propriedades
estad de acordo com os resultados obtidos por Mendes et al. (2001). A eficacia de
produtos a base de piretréides estimada por estes autores foi inferior a 50% em
todas as regides avaliadas do estado de Sao Paulo.

Com relacdo ao amitraz 19 (95%) das propriedades apresentaram eficacia

entre 95-100% e uma propriedade entre 85-94%. Na Tabela 4 estdo expressos 0s
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resultados dos testes in vitro de imersdo de teleéginas em 16 propriedades rurais
realizados no periodo de agosto de 1997 a dezembro de 2001, sendo que 100% das
propriedades apresentaram eficacia entre 95-100% sugerindo que ndo houve o
aparecimento carrapatos resistentes ao amitraz.

Os resultados encontrados apresentam similaridade aos obtidos por
Heimerdinger et al. (2006), segundo o qual a eficAcia média para o amitraz no
controle do B. microplus foi de 97,93% em bovinos de raga holandeses naturalmente
infestados. No entanto, diferem dos resultados encontrados por Campos Janior e
Oliveira (2005), no qual das 30 amostras testadas de carrapatos B. microplus
oriundos de fazendas da regido do municipio de llhéus (BA), apenas 6,7% das
propriedades alcancaram a eficiéncia legalmente aceitavel para o amitraz. Estes
resultados se devem ao uso anterior do acaricida, ao manejo e ao indice de
favorabilidade para desenvolvimento do R. (B.) microplus nestas propriedades.

Os resultados da andlise da eficdcia das amostras derivadas da demanda
para o diagndstico de resisténcia estao expressos na Tabela 3. Das 20 propriedades
apenas uma (5%) apresentou eficicia entre 95-100% para cipermetrina, duas (10%)
entre 85-94% e 17 (85%) inferior a 75%. Estes resultados sugerem a ocorréncia de
resisténcia ao acaricida cipermetrina em 95% das propriedades. Com relacdo ao
amitraz 18 (90%) propriedades apresentaram eficacia entre 95-100% e duas (10%)
inferior a 55%. Quando se comparam as tabelas 2 com a 3, verifica-se que 0s
produtores solicitaram testes carrapaticidas tardiamente, ou seja, quando a
resisténcia ja estava completamente instalada. Das amostras analisadas no periodo
de agosto de 1997 a dezembro de 2001 (Tabela 4), num total de sete propriedades,
seis (85,71%) apresentaram eficacia entre 95-100% e uma (14,28%) entre 75-84%
para o amitraz. Estes resultados obtidos sugerem que ndo houve um aumento no

aparecimento de cepas resistentes aos produtos a base de amitraz.
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Tabela 4 — Percentagens de eficacia da Cipermetrina (0,015%) e do Amitraz (0,025%) nas
propriedades rurais no Planalto Catarinense no periodo de agosto de 1997 a dezembro

de 2001.
Eficacia Amostras por conveniéncia Amostras da
demanda
(%) Amitraz Cipermetrina Amitraz
N° de prop. (%) N° de prop. (%) Ne° de prop. (%)
95-100 16 100 4 57,14 6 85,71
85-94 0 0 2 28,57 0 0
75-84 0 0 0 0 1 14,28
65-74 0 0 0 0 0 0
55-64 0 0 1 14,28 0 0
<55 0 0 0 0 0 0
Total 16 100 7 100 7 100

Prop. = propriedades

Quando se comparam os resultados expressos nas Tabelas 2 e 3 das
amostras coletadas por conveniéncia com as derivadas da demanda para o
diagndstico de resisténcia, pode-se verificar que das 20 propriedades coletadas por
conveniéncia testadas para cipermetrina, nove (45%) apresentaram eficacia inferior
a 55%. Com relacdo as amostras originadas da demanda, 14 (70%) apresentaram
eficacia inferior a 55%. Das amostras coletas por conveniéncia testadas para o
amitraz, apenas uma (5%) apresentou eficacia entre 85-94%, no entanto nas
amostras originadas da demanda duas propriedades (10%) apresentaram eficacia
inferior a 55% 0 que sugere a ocorréncia de resisténcia nessas propriedades.

Com base nos resultados encontrados pode-se verificar que 90% das
amostras coletadas por conveniéncia e 95% daquelas originadas da demanda para
o diagnostico testadas para cipermetrina apresentaram eficicia inferior a 95%; e
para o amitraz, 5% e 10% das amostras coletadas por conveniéncia e originadas da
demanda para o diagnostico, respectivamente, apresentaram eficacia inferior a 95%.
Estes resultados ratificam a necessidade de um diagnostico precoce da resisténcia,

uma vez que um monitoramento da mesma facilitara o controle do R. (B.) microplus.



29

3.2 EXPERIMENTO Il = TESTE CARRAPATICIDA PNOR IMERSAO DE LARVAS DE
Rhipicephalus (Boophilus) microplus: AVALIACAO EM CIPERMETRINA E
AMITRAZ.

Novas metodologias para avaliacdo da eficacia de acaricidas tém sido
publicadas. Exemplos destas novas metodologias sdo a modificacdo da Técnica do
Pacote de Larvas (LPT), publicada por Miller et al. (2002), para medir a
suscetibilidade do B. microplus ao amitraz e a técnica descrita por Barci e Nogueira
(2006), o qual consiste de uma adaptacao dos testes de Shaw (1966) e de Fouk e
Mathisse (1964). Nesta metodologia descrita por Barci e Nogueira (2006) podem ser
feitas avaliacOes diarias da mortalidade total ou acumulada de larvas de um mesmo
tratamento com produtos quimicos e extratos vegetais.

Na técnica desenvolvida por Barci e Nogueira (2006) as larvas devem ter
idade entre 15 e 18 dias; podendo ser realizadas as avalia¢cdes durante, pelo menos,
20 dias sem que ocorra alteracdo significativa nos percentuais de mortalidade do
grupo controle.

O tempo de imersao utilizado de 30 segundos para os testes de imersao com
larvas foi superior aquele utilizado por Souza (1979) para estudar a suscetibilidade
dos instares de B. microplus ao ethion, amitraz e arsenito de sédio. As larvas séo
mais suscetiveis frente aos acaricidas quando comparadas com as teledginas. Os
resultados dos testes de imersdo com larvas de carrapatos sao influenciados pelo
tempo de imersédo com larvas e o de leitura na determinacéo da mortalidade (SHAW,
1966).

A leitura do teste foi realizada 24 horas ap0s o tratamento com a contagem
de larvas vivas ou mortas, considerando vivas somente as larvas com capacidade
locomotora estando de acordo com Klafke (2006). No entanto, Barci e Nogueira
(2006) estabeleceram um padréo de diferenciacédo para as larvas vivas ou mortas.
Visualmente, as larvas mortas apresentavam-se encarquilhadas, opacas e aderidas
a parede do vidro; as vivas independentes de estarem ou ndo em locomocao,
mostram-se brilhantes e néo retorcidas.

Nas Tabelas 5 e 7 estdo expressos o0s resultados dos percentuais de

mortalidade das larvas no teste de imersdo nos acaricidas cipermetrina e amitraz,
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respectivamente, e a dose letal 5o calculada a partir da linha de regresséo. A analise
descritiva dos dados esta expressa nas Tabelas 6 e 8.

Na Tabela 5, pode-se verificar que na concentracado de 37,5ppm, repeticao
um o percentual de mortalidade das larvas no teste de imerséo foi de 63,7% e na
nove foi de 100% o que também se pode verificar na concentracdo 4,68, onde na
repeticdo um o percentual de mortalidade foi de 38,9% e na sete foi de 94,3%. Na
concentragédo 1,17ppm verifica-se que na repeticdo trés o percentual de mortalidade
foi de 45,2% e na repeticdo sete a mortalidade foi de 3,7%. Observou-se uma
variabilidade entre os dados nessas concentragdes. Na andlise descritiva dos dados,
observa-se que o valor do desvio padrdo da média aumentou nessas concentracdes
como esta expresso na Tabela 6.

As variagfes destes resultados podem estar relacionadas a idade das larvas
em cada repeti¢do, a utilizagdo de formulagbes comerciais para ambos os principios
ativos na execucao da técnica e ao erro experimental. Ha, portanto a necessidade
da realizagdo de outros testes com principio ativo puro para a comparacao dos
resultados.

Nas Tabelas 5 e 7, pode-se observar que a medida que a concentracdo dos
carrapaticidas testados diminui, ocorre uma queda da mortalidade das larvas.
Souza (1979) realizou teste de imersdo de larvas em ethion (0,12%), amitraz
(0,025%) e arsenito de sédio (0,125%) e verificou que os carrapaticidas foram
eficazes em larvas com excecdo do arsenito de soédio. No entanto o autor néo
avaliou concentracdes inferiores para determinar a DLsg,

A média da dose letalsp para cipermetrina expressa na Tabela 6 foi de

2,99ppm e o erro padrao de 0,36, com intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 5 — Resultado dos percentuais de mortalidade de larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
no teste de imersao, utilizando acaricida a base de cipermetrina e DL,

Concentracdes (ppm)

RepeliCoes —= role 150 75 375 18.75 937 468 234 117 Dl
1 0 96 937 637 835 76 389 444 342 31
2 0 951 871 896 685 705 47,4 211 229 53
3 0 897 953 87,3 949 926 794 452 452 1.2
4 0 994 988 965 937 87,3 79,0 241 431 26
5 0 9,3 958 920 862 764 61,8 37.8 367 26
6 0 973 935 897 868 743 51,8 465 373 26
7 0 966 937 861 80,3 942 943 271 37 34
8 0 956 906 848 964 91,7 383 462 49 44
9 0 989 995 100 958 98,9 559 352 237 24
10 0 979 100 971 974 982 67,1 275 245 2.4

Tabela 6 - Média da eficacia da cipermetrina em larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e da
DLso, desvio-padrdo e erro padrdo, das repeticbes nas respectivas concentracbes do

acaricida.

Concentracdes Média Desvio-padrao Erro padrdo
150 96,27 2,70 0,85
75 94,81 4,04 1,27
37,5 88,67 10,12 3,20

18,75 88,35 9,23 2,91
9,37 86,01 10,68 3,37
4,68 61,40 18,55 5,86
2,34 35,54 9,90 3,13
1,17 27,64 14,53 4,59
DL 50 2,99 1,16 0,36

A variabilidade dos resultados obtidos nas repeticdes no teste de imerséo

com cipermetrina também ocorreu com o amitraz como apresentado na Tabela 7. Na

concentragcdo 62,5ppm, repeticdo trés, o percentual de mortalidade foi de 93,9% e

na nove foi de 16,2%, o que também se verificou na concentracao 7,81ppm onde, na

repeticdo dois, o percentual de mortalidade foi de 88,1% e na dez nao houve

mortalidade das larvas. Na analise descritiva dos dados, observou-se que o valor do

desvio padrdo da média aumentou nessas concentracdes como expressa a Tabela
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8. A média da dose letalsy para o amitraz expressa na Tabela 8 foi de 17,22ppm e o
erro padréo de 4,28, com intervalo de confianga de 95%.

A média da concentracao letal 50% estimada de 0,001722 para o amitraz, por
meio da Técnica de Imersdo de Larvas desenvolvida é superior aos valores
estimados por Vargas et al. (2003); que avaliaram uma cepa de campo de B.
microplus resistente ao amitraz (“Santa Luiza”), proveniente do municipio de
Alegrete, RS. Foram realizados bioensaios in vitro, mediante a Técnica de Imersao
de Larvas (TIL), para determinagcdo da concentragao letal 50% da cepa “Santa
Luiza”. A concentracao letal 50% estimada para a geragdo F; da cepa foi de
0,00004% e para a geracao F7 foi de 0,00023%. A cepa suscetivel, utilizada como
cepa de referéncia foi obtida no estado Guerrero, México. O valor da concentracéo
letal 50% encontrado para esta cepa foi de 0,00001%.

Durconez et al. (2005) estimaram os valores de concentracdes letais 50 e
90% para 18 populacdes de B. microplus por meio da Técnica do Pacote de Larvas
(TPL) modificada para o amitraz, sendo que seis foram consideradas suscetiveis e
duas resistentes. A concentragéo letal 90% estimada variou de 0,0054 a 0,024%
com um valor médio de 0,013% para as populacdes suscetiveis, com intervalo de
confianca de 95% . Nas populacfes resistentes ao amitraz, cepas Gadji e Néty, as
concentracfes letais 50% estimadas foram de 0,057 e 0,017%, respectivamente.
Estes valores sdo superiores aqueles encontrados para as cepas consideradas
suscetiveis e superiores a média da concentracéo letal 50% estimada para o amitraz
de 0,001722 encontrados neste trabalho por meio da Técnica de Imerséo de Larvas.
As diferencas encontradas entre os autores provavelmente estdo relacionadas as

metodologias utilizadas e a variabilidade entre as cepas.
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Tabela 7 — Resultado dos percentuais de mortalidade de larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
no teste de imersao, utilizando acaricida a base de amitraz e DLs,

_ Concentracdes (ppm)
Repeticdes Controle 250 125 62,5 31,25 15,62 7,81 3,90 1,95 DL50
1 0 90,1 82,8 76,3 935 43,8 465 452 81 10,1

2 0 83,7 929 76,9 643 644 88,1 414 28,7 3,5
3 0 89,6 934 939 635 583 489 416 345 6,2
4 0 914 77,1 81,7 76,9 90,9 44,0 47,9 40,2 3,2
5 0 88,3 81,9 589 489 39,2 353 40,7 24,8 16,5
6 0 93,7 816 61,8 48,7 426 39,1 32,8 16,1 16,5
7 0 73,8 52,9 658 63,6 624 288 250 15,6 24,3
8 0 76,2 68,1 684 670 564 17,3 27,9 19,0 22,0
9 0 72,0 57,7 16,2 61,4 383 484 47,8 190 479
10 0 72,7 82,8 70,3 955 6,5 0,0 14,2 18,3 22,0

Tabela 8 - Média da eficacia do amitraz em larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e da DLs,
desvio-padréo e erro padrdo, das repeti¢cdes nas respectivas concentra¢gdes do acaricida.

Concentracdes Média Desvio-padrao Erro padrao
250 83,16 8,60 2,72
125 77,12 13,62 4,30
62,5 67,02 20,57 6,50
31,25 68,35 16,03 5,07
15,62 50,28 22,06 6,97
7,81 39,64 23,07 7,29
3,9 36,45 11,14 3,52
1,95 22,43 9,66 03,05

DL s 17,22 13,30 4,20




CONCLUSOES

¢ A resisténcia do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus aos
carrapaticidas Cipermetrina e Amitraz € crescente no rebanho bovino do
Planalto Catarinense.

¢ Os pecuaristas percebem tardiamente que o Rhipicephalus (Boophilus)

microplus tornou-se resistente ao carrapaticida utilizado.

¢ A metodologia proposta para o teste carrapaticida por imersdo com larvas
utilizando produtos a base de Cipermetrina e Amitraz apresentou resultados

promissores para avaliacdo destes compostos.

¢ A metodologia descrita pode ser utilizada para calcular a média da dose

letalsp para o0s acaricidas a base de cipermetrina e amitraz.
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