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RESUMO

RESISTENCIA DE Rhipicephalus microplus A ASSOCIACOES COMERCIAIS DE
ORGANOFOSFORADOS E PIRETROIDES SINTETICOS NO ESTADO DO RIO
GRANDE DO SUL, BRASIL

AUTOR: Caroline Zamperete Reginato
ORIENTADOR: Fernanda Silveira Flores Vogel

Rhiphicephalus microplus é um dos principais ectoparasitas de bovinos em regides de clima tropical e
subtropical. As perdas econbmicas que este parasita causa, estdo relacionadas aos custos com tratamento,
diminuicdo da produtividade e transmissdo de doengas. Atualmente o uso de produtos quimicos ainda é a forma
mais comum de controle do carrapato bovino, no entanto, seu uso de maneira inadequada e supressiva, vem
causando o desenvolvimento de resisténcia as diferentes classes de acaricidas disponiveis comercialmente.
Assim, o controle deste parasita tem se caraterizado por apresentar um grande desafio para técnicos e produtores.
Uma alternativa ao controle do carrapato é a associa¢do de duas bases farmacolégicas diferentes, sendo que
atualmente esta forma de apresentacdo é amplamente encontrada a nivel comercial. O objetivo deste trabalho é
descrever a avaliagdo da eficacia de associacBes carrapaticidas, a base de organofosforados e piretroides
sintéticos, em diferentes populacbes de R. microplus no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Para isto, foram
coletadas amostras de carrapatos de 54 propriedades, localizadas em diferentes municipios do estado do Rio
Grande do Sul. A avaliagdo da eficacia in vitro dos acaricidas testados foi realizada através do teste de imerséo
de teledginas (bicarrapaticidograma). Para a realizacdo dos testes, foram escolhidos quatro produtos
comercialmente disponiveis, sendo eles denominados: Produto A - 15% cipermetrina + 25% cloripirifés + 1%
citronelol - (Colosso®, Ouro Fino Sadde Animal), Produto B - 15% cipermetrina + 30% cloripirifés + 15%
fenthion - (Colosso FC30®, Ouro Fino Sadde Animal), Produto C - 50% cloripirifés + 6% cipermetrina high-cis -
(Flytion®, Clarion Biosciences Ltda.), Produto D - 16% ethion + 8.5% cloripirifés + 5% alfa-cipermetrina -
(Potenty®, MSD Salde Animal). A associacdo de cipermetrina/clorpirifés/fenthion, apresentou os melhores
resultados, com eficicia média superior a 95%, sendo eficaz em 94,44% (51/54) das propriedades testadas. O
produto contendo a associacao de cipermetrina/clorpirifds/citronelal, apresentou menor eficacia media (62,11%),
sendo eficaz em apenas 29,62% (16/54) das propriedades testadas. R. microplus, apresenta diferentes graus de
resisténcia a associacdo de organofosforados e piretroides sintéticos, sendo observado resisténcia muiltipla em
boa parte das populacgdes estudadas. Apenas a combinacdo de cipermetrina/clorpirifos/fenthion apresentou niveis
médios aceitaveis de eficicia nas populacdes de carrapato estudadas. Desta maneira, € fundamental estabelecer
um monitoramento frequente da eficacia dos carrapaticidas utilizados, a fim de prolongar sua vida util,
contribuindo para o seu uso racional para o controle do carrapato em bovinos.

Palavras-chave: Rhipicephalus microplus, resisténcia parasitaria, resisténcia multipla, carrapato bovino.



ABSTRACT

RESISTANCE OF Rhipicephalus microplus TO COMMERCIAL ASSOCIATIONS OF
ORGANOPHOSPHORS AND SYNTHETIC PYRETROIDES IN THE STATE OF RIO
GRANDE DO SUL, BRAZIL

AUTHOR: Caroline Zamperete Reginato
ADVISER: Fernanda Silveira Flores Vogel

Rhiphicephalus microplus is one of the main ectoparasites of cattle in regions of tropical and subtropical climate.
The economic losses caused by this parasite are related to treatment costs, decreased productivity and disease
transmission. Currently the use of chemical products is still the most common form of control of the cattle tick,
however, its use in an inadequate and suppressive way, has been causing the development of resistance to
different classes of commercially available acaricides. Thus, the control of this parasite has been characterized
by presenting a great challenge for technicians and producers. An alternative to tick control is the association of
two different pharmacological bases, and currently this form of presentation is widely found commercially. The
objective of this work is to describe the evaluation of the effectiveness of organophosphates and synthetic
pyrethroids based on different combinations of R. microplus in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. For this,
54 samples of cattle farms were collected, located in different municipalities of the state of Rio Grande do Sul.
The evaluation of the in vitro efficacy of the acaricides tested was performed through the adult immersion test
(AIT). In order to carry out the tests, four commercially available products were chosen: Ectoparasiticide A -
15% cypermethrin + 25% chlorpyrifos + 1% citronellal - (Colosso®, Ouro Fino Animal Health), Ectoparasiticide
B - 15% cypermethrin + 30% chlorpyrifos + 15% fenthion - (Colosso FC30®, Ouro Fino Animal Health),
Ectoparasiticide C - 50% chlorpyriphos + 6% cypermethrin high-cis - (Flytion®, Clarion Biosciences Ltda.) and
Ectoparasiticide D - 16% ethion + 8.5% chlorpyriphos + 5% alpha-cypermethrin - (Potenty®, MSD Animal
Health). The cypermethrin/ chlorpyrifos/ fenthion combination showed the best results, with an average
efficiency greater than 95%, being effective in 94.44% (51/54) of the tested farms. The product containing the
cypermethrin / chlorpyrifos / citronellal combination had a lower mean efficacy (62.11%), being effective in
only 29.62% (16/54) of the properties tested. R. microplus presents different degrees of resistance to the
association of organophosphates and synthetic pyrethroids, and multiple resistance was observed in most of the
populations studied. Only the cypermethrin/ chlorpyrifos/ fenthion combination showed acceptable mean levels
of efficacy in the tick populations studied. In this way, it is essential to establish a frequent monitoring of the
effectiveness of the carrapaticides used, in order to prolong their useful life, contributing to their rational use for
tick control in cattle.

Keywords: Rhiphicephalus microplus, parasitary resistance, multiple resistance, cattle tick.
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1 INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro possui um efetivo estimado em aproximadamente 215
milhdes de cabecas, sendo considerado o maior rebanho comercial mundo. O Brasil se destaca
como exportador de carne bovina, com mais de 1.5 milhdes de toneladas exportadas por ano.
Ja na producdo de leite, ocupa a quinta colocagdo no ranking mundial, com uma producédo de
35,2 bilhdes de litros anuais (ANUALPEC, 2014; IBGE, 2016). A pecuéria brasileira se
caracteriza por ter a maior parte do rebanho criado a pasto, sendo a area de pastejo estimada
em cerca de 174 milhdes de hectares, composta em sua maioria, por pastagens naturais
(LOBATO et al., 2014).

Como consequéncia do aumento da produtividade da bovinocultura no Brasil, surgem
diversos obstaculos inerentes a sanidade animal. Dentre os principais desafios sanitarios
encontrados na criacdo de bovinos em regiGes tropicais e subtropicais, destacam-se as
ectoparasitoses, dentre elas a infestacdo por carrapatos, que constitui um grande obstaculo
para a producdo de bovinos devido as grandes perdas econémicas que causa (LEAL et al.,
2003). A infestacdo por carrapatos representa a principal ectoparasitose de bovinos, sendo
estimado que cerca de 80% do rebanho mundial esteja infestado (BOWMAN, et al., 2004).

Apesar de diversas desvantagens do uso de carrapaticidas, como residuos
potencialmente tdxicos na carne e no leite, contaminacdo ambiental e toxicidade para os
aplicadores, atualmente, este ainda é o principal método de controle do carrapato bovino, pois
oferece supressdo relativamente rapida de populacdes de carrapatos, sendo economicamente
vidvel (GEORGE et al., 2004). No entanto, 0 uso supressivo de carrapaticidas aliado a uma
inadequada utilizagdo, em longo prazo, pode promover a selecdo de populagdes resistentes,
dificultando seu controle e implicando em custos elevados devido as falhas no tratamento e
gastos com aquisicdo de mais medicamentos. A deteccdo de resisténcia aos carrapaticidas
usados a campo, juntamente com o histérico de uso dos produtos, sdo informacdes essenciais
para gerir o controle do carrapato bovino (ABBAS et al, 2014).

Diante deste contexto, esta dissertacdo tem como objetivo descrever a avaliacdo da
efichicia de formulagbes comerciais de carrapaticidas contendo combinagGes de
organofosforados e piretroides sintéticos, frente a diferentes populagdes de Rhipicephalus
microplus do estado do Rio Grande do Sul. Para isso, essa dissertagdo esta dividida em dois

capitulos, sendo o primeiro, uma revisdo bibliografica que aborda os principais aspectos
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relacionados ao carrapato bovino e o segundo um artigo intitulado “Status of commercial
acaricides of synthetic pyrethroids associated with organophosphates used to control of

Rhipicephalus microplus in southern Brazil”.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Rhipicephalus microplus

Os carrapatos s@o ectoparasitos hematofagos que pertencem ao filo Artropoda, classe
Aracnida, ordem Acarina e subordem Metastigmata. Séo classificados dentro em trés familias:
Argasidae, ou carrapatos moles, Ixodidae, ou carrapatos duros e Nuttalliellidae, que é
representada por apenas uma espécie (HORAK et al., 2002). Existem mais de 700 espécies de
carrapatos que compde a ordem Ixodidae, entre elas, a espécie R. microplus, que
anteriormente era denominada Boophilus microplus, foi reclassificada dentro do género
Rhipicephalus, atraves de um estudo filogenético (MURRELL e BARKER, 2003).

R. microplus, esta amplamente distribuido em regibes tropicais e subtropicais do
planeta, entre os paralelos 32° norte e sul, regido que se localiza praticamente todo o territorio
brasileiro e onde essa espécie encontra temperatura e umidade favoraveis para seu
desenvolvimento em boa parte do ano. O carrapato bovino tem sua origem no continente
asiatico e ao longo do tempo, se difundiu para outras regides do planeta, juntamente com as
migracdes de pessoas e suas criacdes de animais. Atualmente a sua ocorréncia é relatada nas
Américas do Sul, Central e do Norte, sul e leste da Africa e parte de Asia (GONZALES,
2002).

2.2 IMPORTANCIA

R. microplus é considerado um dos principais desafios para a bovinocultura de leite e
de corte em diversos paises em que sua ocorréncia é relatada e parasita cerca de 1,4 bilhdes de
bovinos no mundo todo (FAO, 2004). Essa parasitose causa perdas devido sua acéo
espoliativa, pois cada fémea adulta pode ingerir até 3 ml de sangue do hospedeiro. Além
disso, o carrapato bovino também pode atuar como vetor de doengas do complexo tristeza
parasitaria bovina, que tem como agentes etioldgicos a ricketsia Anaplasma marginale e os
protozodarios Babesia bovis e Babesia bigemina, ocasionando, muitas vezes, uma alta taxa
morbidade e mortalidade nos rebanhos afetados. Os prejuizos econémicos ocorrem devido ao

retardo no ganho de peso, diminui¢do na producéo de leite, depreciacdo do valor do couro,
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além de custos relacionados a aquisicdo de acaricidas, instalacbes e mao de obra adicional
para 0 manejo do gado. (DE ALMEIDA, et al., 2006; GONCALVES, 2000).

Os prejuizos atribuidos ao carrapato bovino podem ser expressos tanto em perda de
peso corporal e producdo de leite perdida ou ainda em termos de perdas econdmicas
estimados. Estudos recentes apontam que o parasitismo causado por R. microplus acarreta
potenciais prejuizos no Brasil, em mais de US$ 3 bilhdes por ano (GRISI et al., 2014). Estes
mesmos autores afirmam que em bovinos de leite, parasitados por R. microplus, 0s prejuizos
podem até atingir até US$ 922 milhdes por ano, ja na bovinocultura de corte, a perda anual
pode chegar a quase 3 bilhdes dolares. Cada fémea ingurgitada pode causar diminuigdo de 9
ml na producdo de leite diaria e 1,0 grama de peso vivo em racas de alta producdo leiteira
(JONSSON et al., 1998; RODRIGUES e LEITE, 2013). Em racas de corte, as perdas sao
estimadas em 1,18 e 1,37 gramas por carrapato, por animal, para bovinos cruza Bos indicus X
Bos taurus e B. taurus, respectivamente (JONSSON, 2006).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

R. microplus € um carrapato de ciclo monoxeno, ou seja, vive em um Unico
hospedeiro, realizando seu desenvolvimento total por meio de duas metamorfoses. Possui
ciclo bioldgico (Figura 1) dividido em duas fases: ciclo de vida parasitaria, que se inicia
guando a larva se prende ao hospedeiro e ciclo de vida livre ou ndo parasitaria, que ocorre no
ambiente e prolonga-se por aproximadamente trés meses, dependendo principalmente das

condicdes inerentes ao clima da regido (GONZALES, 2002).

Figura 1 — Esquema simplificado do ciclo biol6gico do Rhipicephalus microplus.

FASE PARASITARIA:

1 - larva infectante realizando a fixagéo
no bovino

2 - ninfa

3 - teledgina em estagio final de
ingurgitamento

FASE DE VIDA LIVRE:

4 - teledgina logo apds
desprendimento, em periodo de
postura no solo

5 - ovos, no solo, em periodo de

’%QG 5 —_— incubacéo
e, g% 6 - larva, no solo, em periodo de
\Nb 5 Rt incubagéo.

Fonte: Adaptado de ANDREOTTI, 2002.
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A fase parasitaria inicia quando as larvas apo6s subirem no hospedeiro, fixam-se por
meio de seu aparelho bucal e entdo comegam a se alimentarem de linfa, para posteriormente
atingir o estagio de ninfa. Nesta fase, o carrapato imaturo ja se alimenta de sangue do animal
parasitado. Posteriormente, ao atingem a fase adulta, acontece a fecundacdo das fémeas e o
ingurgitamento das mesmas, quando passam a ser denominadas teledginas (fémeas
fecundadas) (FURLONG e PRATA, 2005). As teledginas entdo se desprendem do hospedeiro
para realizarem a ovipustura no ambiente. Os machos s&o pequenos, cerca de dez vezes menor
que a fémea e permanecem por até 38 dias sobre o bovino onde podem fecundar inimeras
fémeas. Neste periodo do ciclo bioldgico, o carrapato é pouco afetado pelas condigdes
climaticas ambientais (PEREIRA et al., 2008).

A fase ndo parasitaria (ambiental) se inicia apds a queda da teledgina no solo, com 0
periodo de pré-postura, que tem em média, duracdo de dois a trés dias. Ao realizar a postura,
cada fémea tem capacidade de por de 2000 a 3000 ovos viaveis, que em condi¢des ideais de
temperatura e umidade, irdo eclodir em um periodo de aproximadamente 15 dias. Apo6s a
ecloséo, as larvas véo se tornar aptas para parasitar um animal dentro de quatro a seis dias,
sendo guiadas por estimulo luminoso, sobem na vegetacdo a procura do hospedeiro,
apresentando um comportamento de geotropismo negativo (GONZALES, 1975). Nesse
periodo, o carrapato ndo se alimenta e sobrevive exclusivamente das suas reservas (FARIAS,
2007).

O periodo de duracdo de cada estagio do ciclo é bastante variavel, dependendo de
fatores inerentes ao clima, como umidade e temperatura. Em condicdes adversas para
sobrevivéncia, como baixa temperatura ou periodos de seca prolongada, a teledgina
desprendida do hospedeiro ndo morre e permanece aguardando condi¢des favoraveis para
reiniciar o processo de postura, o que pode prolongar este periodo por varios dias e até meses,
dependendo das condicdes climaticas (BOWMAN et al., 2004; GONZALES, 1975).

O Rio Grande do Sul possui clima subtropical imido, com estacdes do ano bem
demarcadas sendo que as baixas temperaturas e que ocorrem no inverno acabam por inibir ou
inativar boa parte da populagdo de carrapatos que esta em vida livre (BRUM et al., 1985).
Além disso, a dindmica populacional de R. microplus no estado é caracterizada por um grande
pico de abundéncia no outono, diminuindo no inverno, quando as condic¢Ges climéticas
tornam-se desfavoraveis para as fases de vida livre. A reinfestacdo dos animais volta a
acontecer no inicio da primavera, onde ocorre a primeira geracdo de carrapatos, que se

caracteriza por uma baixa infestacdo dos animais (MARTINS et al., 2002).
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2.4 CONTROLE E PROFILAXIA

2.4.1 Controle quimico

Atualmente o uso de produtos quimicos é a forma de controle de carrapato mais
difundida e amplamente utilizada a campo (LEAL et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2002).
Carrapaticidas, se corretamente aplicados, sdo eficientes e possuem um custo relativamente
baixo (WILLADSEN, 2006). Entretanto, devido ao desconhecimento do ciclo bioldgico do
parasita, 0 uso de acaricidas quimicos vem sendo frequentemente utilizado de forma incorreta,
e com isso, se observa um aumento na frequéncia da aplicacdo destes produtos, o que
contribui para acelerar o processo de resisténcia parasitaria (FURLONG e PRATA, 2005;
GEORGE, 2004;).

Alguns estudos envolvendo métodos alternativos para controle do carrapato bovino;
como controle bioldgico, vacinas e fitoterapicos; tem mostrado resultados promissores para
perspectivas futuras. Agentes de controle biolégico tém sido bastante estudados, no entanto
sua eficécia, fabricacdo, estabilidade e aplicabilidade a campo ainda apresentam grandes
desafios (BASSO et al., 2005; WILLADSEN, 2006).

Como alternativa para o controle do carrapato, tem se empregado sistemas de controle
estratégico para reduzir as taxas de infestacdo e os impactos econémicos causados por este
parasita (PEREIRA et al., 2008). Tais sistemas sdo baseados na relacdo entre os carrapatos,
hospedeiros e 0 ambiente e tem como ponto principal, 0 uso de tratamentos em épocas do ano
biologicamente desfavoraveis ao parasita. Pereira et al. (2008) relataram que para o controle
de R. microplus, é necessario considerar que apenas 5% dos carrapatos estdo localizados no
hospedeiro e 0s 95% restantes permanecem no ambiente. Um dos pontos chaves para o
sucesso no emprego de controle estratégico € a escolha do acaricida a ser utilizado, uma
decisdo que deve levar em conta o periodo de protecdo residual e, sobretudo, a sua eficiéncia
contra o desafio de infestacdo (FURLONG e PRATA, 2005).

O primeiro grupo de bases quimicas utilizada para o controle do carrapato bovino
foram os arsenicais, disponibilizado no inicio do século XX. Ao longo dos anos,
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides sintéticos e amitraz foram usadas
sequencialmente. Posteriormente, foram introduzidas no mercado veterinario as lactonas

macrociclicas, e mais recentemente os reguladores de crescimento, fipronil e spinosad
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(GEORGE, 2004; PEREIRA et al., 2008). No entanto, resisténcia a praticamente todas as
classes de acaricidas disponiveis comercialmente ja foram relatadas no Brasil (CASTRO-
JANER et al., 2010; LOVIS et al., 2013; MARTINS e FURLONG, 2001; MENDES et al.,
2011; RECK et al., 2014).

Os organofosforados sdo compostos derivados do acido fosférico, que atuam inibindo
a acetilcolinesterase, enzima que degrada a acetilcolina apds o impulso nervoso entre
neurdnios. Desta maneira a acetilcolina se acumula nos receptores sinapticos, em niveis
toxicos para 0s carrapatos, causando um aumento das contracdes dos musculos até atingir a
paralisia (ANDREOTTI, 2010). J& os piretroides exercem um efeito sobre os canais de sodio
dos filamentos nervosos, bloqueando a sua abertura e fechamento. Assim, prolongam o tempo
de entrada dos ions sédio para o interior da célula, causando morte por hiperexcitacdo (DOS
SANTOS et al., 2007)

Apesar das desvantagens do uso de produtos quimicos para o controle do carrapato
bovino, como a contaminacdo ambiental, residuos presentes na carne e no leite, além da
toxicidade para os trabalhadores que fazem a aplicacdo, esta é ainda a principal ferramenta
para o controle de infestacbes por R. microplus em rebanhos bovinos, pois é considerada
eficaz quando usada de forma correta (DE CASTRO, 1997). Desta maneira, as estratégias de
controle do carrapato bovino devem levar em conta uma combinacdo da utilizagdo racional
dos carrapaticidas atualmente disponiveis e a frequéncia da sua aplicacdo, levando a
manutencdo da carga parasitaria abaixo do limiar de perdas econémicas e com um impacto
ambiental minimo (FAO, 2004).

A escolha do acaricida a ser utilizado deve ser feita com base na confirmacdo de
eficacia para determinada populacdo de R. microplus. Existem diversos testes in vivo ou in
vitro para determinar a eficacia de um carrapaticida. Para produtos de uso topico, que agem
por contato com o carrapato, como é o caso dos organofosforados e piretroides, o principal
método de avaliacdo de eficicia utilizado é o Teste de Imersdo de Teledginas, que é
recomendado pela FAO (2004), por ser um método sensivel, de baixo custo e de facil

execucao.
2.4.2 Vacinas
Até entdo, ja foram desenvolvidas duas vacinas para o controle do carrapato bovino,

uma proveniente da Australia e outra de Cuba (WILLADSEN et al., 1988). Ambas foram

elaboradas com base na proteina Bm86, que € uma glicoproteina presente na membrana das
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células do intestino de R. microplus e desempenha um papel na endocitose. Estas vacinas
atuam reduzindo o nimero de teledginas ingurgitadas, o seu peso e a capacidade reprodutiva,
0 que significa que o maior efeito de vacinacdo observado como uma infestacdo larval
reduzida numa geracédo subsequente (ANDREOTTI et al., 2002; PARIZI et al., 2009).

A vacinagdo tem sido utilizada em alguns paises, embora sem resolver o problema
completamente (PRUETT, 1999). As vacinas contra o carrapato bovino disponiveis, que usam
proteina recombinante, tem uma grande variagédo de eficacia, entre 51 a 91%, dependendo de
fatores como cepa de R. microplus estudada, além de caracteristicas inerentes aos
hospedeiros, como raga e estado nutricional (WILLADSEN, 2006). Em um estudo conduzido
no Brasil, foi demonstrado que o uso do antigeno Bm86, teve eficacia de 45 % a 60%, em
bovinos vacinados e naturalmente infestados por R. microplus (RODRIGUEZ et al., 1995).

Antigenos ja caracterizados nao asseguram o grau de protecdo necessario para
suprimir o uso de acaricidas, portanto, tem se buscado identificar novas proteinas que possam
ser utilizadas para o desenvolvimento de novas vacinas, as quais possam induzir maior
imunogenicidade do que os antigenos ja testados (PARIZI et al., 2009). Esses estudos
ressaltam a importancia da caracterizacdo do sistema imune do hospedeiro para o
desenvolvimento de novas vacinas e sdo importantes para acelerar o processo de trazer
vacinas contra carrapatos desde o estagio de desenvolvimento até o uso clinico. Em conjunto,
0s controles bioldgicos e imunoldgicos, tem a perspectiva de oferecer um potencial
consideravel para a reducdo da utilizacdo de produtos quimicos no controle do R. microplus
(MARITZ-OLIVIER, 2012; WILLADSEN 2006).

2.5 RESISTENCIA

A resisténcia parasitaria pode ser definida como a capacidade de uma determinada
cepa de carrapato sobreviver e se multiplicar, apds administracdo e absorcdo de um produto
quimico, em doses iguais ou superiores as normalmente recomendadas, porém dentro dos
limites de tolerancia (WHO, 1965). O resultado deste processo ¢ uma reducédo da eficacia do
tratamento e, consequentemente, um aumento nos custos para 0 controle parasitario
(KLAFKE et al., 2016). As diferentes formas de resisténcia aos antiparasitarios podem ser
classificadas conforme seu mecanismo de desenvolvimento, podendo ser ela: resisténcia
adquirida, cruzada ou multipla (ABBAS et al., 2014).

Resisténcia adquirida pode ser definida como reducdo da sensibilidade a determinado

farmaco, transmitida hereditariamente, ao longo das geracOes do parasita, existindo uma
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relacdo direta entre a concentragdo do medicamento e o grau de resisténcia (CHAPMAN,
1997). Uma cepa controlada por uma determinada dose de um medicamento pode mostrar
resisténcia quando uma concentracdo mais baixa do mesmo medicamento € administrada. Isto
pode permitir a selecdo de cepas inicialmente resistentes a baixos niveis de um produto
(LEES et al., 2013; MITCHELL, 1996). A exposi¢do continua a um acaricida resulta na
remocdo dos individuos sensiveis da populagdo de carrapatos, com um concomitante aumento
na proporcao de individuos resistentes, resultando em um processo de selecdo (ABBAS et al.,
2014). Resisténcia cruzada ocorre quando uma cepa resistente a dois ou mais acaricidas,
porém, com o mecanismo de acdo igual ou semelhante. Isso pode ser observado, por exemplo,
em casos de resisténcia a diferentes lactonas macrociclicas. Ja a resisténcia mdaltipla, ocorre
guando uma determinada populacdo de parasita desenvolve resisténcia a farmacos com
diferentes mecanismos de acdo (PEREZ-GONZALEZ et al., 2014).

Os mecanismos de resisténcia desenvolvidos por artropodes tem sido estudados e
alguns autores tém demonstrado que este fendmeno pode ser proveniente de mutacdes e
amplificacdes pontuais de determinados genes (WHEELOCK et al., 2005). Os mecanismos de
resisténcia a diferentes bases quimicas, desenvolvidos pelos carrapatos, podem ser atribuidos
a diversos fatores, como: reducdo da absor¢do do produto, alteragcdes nos sitio de acdo e
alteracdo do metabolismo por esterases, oxidases ou glutationa-S-transferases (VATSYA e
YADAYV, 2011). Estudos sobre a resisténcia carrapaticida tem mostrado que as esterases, em
particular a acetilcolinesterase (AChES), esta associadas a resisténcia aos organofosforados e
piretroides, envolvendo tanto o aumento desintoxicacdo quanto a insensibilidade do sitio de
acdo metabdlica (LI et al., 2005). Além disso, uma série de mutacfes no gene do canal de
sodio pode resultar em insensibilidade no sitio de acdo para o efeito neurotoxico dos
piretroides. (JAMROZ et al., 2000).

A velocidade a qual a resisténcia se desenvolve numa determinada populacdo de
carrapatos depende de varios fatores, dentre eles a frequéncia inicial de genes de resisténcia,
intensidade de pressdo de selecdo, o grau de dominio do gene e 0 nimero de individuos que
ndo entrou em contato com o acaricida (refugia) (ALONSO-DIAZ et al., 2006). Em geral, a
frequéncia de genes que conferem resisténcia € muito baixa em popula¢fes que ndo tenham
sofrido uma pressdo de selecdo. No entanto, quando uma base quimica é usada
intensivamente, acaba por eliminar os individuos sensiveis, perpetuando 0s genes de
resisténcia dentro de populagdo, que sera transmitido para geraces consecutivas (ABBAS et
al., 2014).
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O surgimento de carrapaticidas, bem como o registro para comercializagdo no
mercado veterinario, requer um longo tempo de pesquisas e ndo acompanha a demanda por
novos produtos devido ao surgimento da resisténcia as bases quimicas atualmente disponiveis
comercialmente (WILLADSEN, 2006). Além disso, o desenvolvimento de novas moléculas €
dispendioso, havendo uma dificuldade de se encontrar produtos que tenham uma eficacia
satisfatoria sobre cepas de campo (GRAF et al., 2004). No Brasil, para um novo acaricida
obter registro e ser comercializado, precisa comprovar eficacia acima de 95% para cepas
sensiveis de R. microplus (BRASIL, 1997).

Atualmente no Brasil ndo existe nenhum programa ou politica para o controle do
carrapato bovino. A maioria dos produtores costuma adotar praticas individuais, muitas vezes
sem levar em conta a biologia do parasita ou mesmo sem conhecimento da real eficicia do
produto sobre a populacéo de carrapato (PEREIRA et al., 2008). Nestas condicdes, a deteccdo
de populacdes de carrapato resistentes se torna essencial para estabelecer procedimentos de
controle e retardar o desenvolvimento da resisténcia parasitéria, a fim de otimizar a utilizaco
de carrapaticidas que possuem uma eficécia satisfatoria, além de prolongar a sua vida util
(FAO, 2004).

Devido ao surgimento da resisténcia a diferentes bases quimicas, foram desenvolvidas
novas formulagbes, em que combinam principios ativos de diferentes mecanismos de acéao, a
fim de aumentar a eficacia do produto. Combinag6es contendo organofosforados e piretroides
sdo amplamente encontradas comercialmente e seu uso € bastante difundido, pois sdo
produtos que atuam por contato e podem ser aplicados tanto por banhos de imersdo, aspersdo

ou pour-on.

2.6 ANIMAIS RESISTENTES

Varios fatores, morfoldgicos, fisioldgicos e comportamentais, influenciam a
resisténcia dos bovinos aos carrapatos. O impacto do genétipo do hospedeiro no controle do
carrapato bovino e nas doencas transmitidas por este parasita é bastante conhecido, porém
ainda ndo esta totalmente esclarecido (JONSSON, 2006). As diferencas na capacidade do
hospedeiro ser mais resistente a R. microplus, em ragas zebuinas, ou mesmo dentro das racas
de origem europeia, tém sido reconhecidas ha muito tempo. Além disso, a capacidade de
adquirir resisténcia pode ser transmitida hereditariamente, com uma taxa estimada de
herdabilidade entre 39% e 49% para 0s animais da raca britanica e até 82% em bovinos Bos
indicus ou mesticos (PIPER et al., 2009; SEIFERT, 1971).
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Bovinos de ragas europeias tendem a apresentar uma infestagdo cerca de 10 vezes
maior do que em animais de ragas zebuinas e cerca de 2,5 mais carrapatos do que cruzas Bos
indicus x Bos taurus (SEIFERT, 1971). A maior resisténcia de racas zebuinas frente ao R.
microplus pode ser atribuida a uma selecdo natural devido ao maior tempo de contato com o
parasita, visto que o carrapato bovino tem sua origem no continente asiatico, possibilitando
que esses animais adquirissem maior imunidade com o passar do tempo. Os animais
resistentes possuem defesas imunoldgicas que interferem no parasitismo e devido a
degranulacdo de mastocitos com consequente liberacdo de histamina e infiltracdo de
eosindfilos. A acdo irritante resulta em reagdo alérgica local, inibindo a salivacéo, a fixacéo,
ingurgitamento e que os carrapatos completem seu ciclo biolégico (MORELLI JUNIOR,
2000; PIPER et al., 2009).

Como forma de manter o parasitismo baixos niveis, tem se buscado adaptacdo dos
animais frente a diversidade de ambientes através de cruzamento com ragas mais resistentes,
como entre ragas zebuinas e racas europeias. Além disso, dentro de um rebanho de animais da
mesma raca, podem existir animais suscetiveis, que permitam uma gquantidade maior de
carrapatos chegarem a fase adulta, que € um fator que deve ser considerado para descarte e
selecdo de animais dentro de um rebanho (JONSSON, 2006). No estado do Rio Grande do
Sul, ha um predominio da utilizacdo de racas europeias na bovinocultura de leite e de corte,
sendo este um fator que tem culminado na proliferagdo do R. microplus pois ao encontrar
hospedeiros e ambiente que favorecam o seu desenvolvimento, podem atingir a capacidade
reprodutiva maxima (FARIAS et al., 2008).
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Abstract

The tick Rhipicephalus microplus is responsible for major production losses in cattle herd and the
development of acaricides resistance is reported in different countries. This study evaluated the
acaricide efficacy of synthetic pyrethroids (SP) associated with organophosphates (OP) against R.
microplus populations from state of Rio Grande do Sul in southern Brazil. Ticks were collected in 54
cattle farms and tested in vitro assays (adult immersion test — AlIT), against four commercial acaricides
mixture of SP and OP. Only the mixture cypermethrin/chlorpyrifos/fenthion, presented a mean
efficiency over 95%, being effective in 94,44% (51/54) of the tested cattle farms. The product with
mixture of cypermethrin/chlorpyrifos/citronelall, presented the lowest mean efficacy (62,11%), being
effective in 29,62% (16/54) of tested farms. The cattle tick R. microplus from the southern Brazil,
presents different degrees of resistance to SP and OP mixtures. Additionally, only a combination of
cypermethrin/chlorpyrifos/fenthion presented acceptable mean levels of efficacy in the tick population
studied. The higher efficacy of this combination can be attributed to fenthion, probably due to its

recent commercial availability in Brazil, and consequently lower levels of resistance established in the
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population. Thus, is fundamental the monitoring of acaricides resistance, contributing to its rational
use for the control of R. microplus.

Keywords: ruminants, therapeutic efficacy, cattle tick, multiple resistance, Boophilus.

1. Introduction

The Rhipicephalus microplus is a great economic threat to the cattle industry in tropical and
subtropical areas, mainly in South America. The negative impact of this tick is a combination of direct
and indirect effects on bovines such as blood loss, reduced weight gain and milk production, increased
risk of myiasis and transmission of tick borne diseases (Jonsson, 2006; Reck et al., 2014). Losses
caused by tick can be minimized by treating cattle with acaricides, but the resistance is widespread in
countries where the R. microplus is a problem (Martins and Furlong, 2001; Davey et al., 2006). The
resistance can arise through several mechanisms, which can be classified as target site, metabolic, or
reduced penetration (Vatsya and Yadav, 2011; Guerrero et al., 2012).

Chemical control of ticks has been characterized by a continuous increase of resistance
proportional to the frequency of acaricide applications (Vargas et al., 2003; Campos Jr and Oliveira,
2005). A chemical product to be used in the control of tick, must present equal or above than 95%
efficacy on a sensitive strain of R. microplus to be licensed in Brazil (Brazil, 1997). Control of cattle
ticks, mainly depends of therapy with synthetic acaricides, but is complicated by emergence of drug
resistance (Li et al., 2007; Miller et al., 2007). The intensive use of chemical formulations leads to loss
of efficacy of the base molecules with consequent spread of this resistance, making essential a wise
administration of these molecules (FAO, 2004). Despite the disadvantages of using acaricides, such as
harmful residues, environmental contamination, and toxicity to workers who apply them, these drugs
are essential to control tick infestations around the world (De Castro, 1997).

Indiscriminate use with incorrect concentrations of acaricides has probably contributed to the
development of resistance in the tick populations, which is aggravated by increasing number of
products that combine two or more active ingredients (FAO, 2004). The inefficacy in tick control by

chemical products is a major challenge for cattle industry, since the resistance against the main classes
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of acaricides it has been reported in several regions (Camillo et al., 2009; Fernandez-Salas et al., 2012;
Sharma et al., 2012; Reck et al., 2014). One option for control of R. microplus is the combination of
two different pharmacological bases, and this is largely found at commercial level. Information of
prevalence about acaricide resistance against R. microplus is limited and farmers in the state of Rio
Grande do Sul have reported failure of tick control in their herds. Thus the aim of this study was
evaluate the acaricide efficacy of synthetic pyrethroids (SP) associated with organophosphates (OP)

against the R. microplus populations from state of Rio Grande do Sul in southern Brazil.

2. Materials and Methods

Engorged females of R. microplus were collected of dairy and beef cattle from different
regions of Rio Grande do Sul state, between november 2015 and august 2016. Ticks were collected
directly from animals in fifty-four cattle farms located in twenty-eight counties of the Rio Grande do
Sul state in southern Brazil: Alegrete (two farms), Cagapava do Sul (eight farms), Cacequi (two
farms), Cachoeira do Sul (two farms), Dilermando de Aguiar (two farms), Encruzilhada do Sul,
Faxinal do Soturno (two farms), Jaguari, Jari, Julio de Castilhos, Lavras do Sul, Nova Esperanca do
Sul, Nova Palma (two farms), Paraiso do Sul, Pinhal Grande, Restinga Seca, Rosario do Sul, Santa
Barbara do Sul, Santa Maria (two farms), Santiago (three farms), Sdo Francisco de Assis (two farms),
Sdo Gabriel (five farms), Sdo Jodo do Polésine, Sdo Martinho da Serra, Sdo Pedro do Sul, Sdo Sepé
(five farms), Sdo Vicente do Sul (two farms), Vila Nova do Sul (Figure 1). The in vitro assay adult
immersion test (AIT) was used to detect the susceptibility or resistance of different mixtures
acaricides. The selection of farms was based on a historical of failure to chemical control of ticks,
using only ticks from animals that did not received acaricides in the past 30 days.

Four commercial mixtures acaricides of SP and OP were tested by AIT conducted according
to the methods of Drummond et al., 1973 and Camillo et al., 2009. On each ranch, approximately 200
engorged females were taken directly from the infested cattle. Ectoparasiticide A - 15% cypermethrin
+ 25% chlorpyrifos + 1% citronellal - (Colosso®, Ouro Fino Animal Health), diluted with distilled
water to a final concentration of 0.15 mg mL™, 0.25 mg mL™ and 0.01 mg mL™, respectively;

Ectoparasiticide B - 15% cypermethrin + 30% chlorpyrifos + 15% fenthion - (Colosso FC30®, Ouro
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Fino Animal Health), at final concentrations of 0.188 mg mL™, 0.375 mg mL™ and 0.188 mg mL™;
Ectoparasiticide C - 50% chlorpyriphos + 6% cypermethrin high-cis - (Flytion®, Clarion Biosciences
Ltda.), at a final concentrations of 0.833 mg mL™ and 0.1 mg mL™, respectively; Ectoparasiticide D -
16% ethion + 8.5% chlorpyriphos + 5% alpha-cypermethrin - (Potenty®, MSD Animal Health), at final
concentrations of 0.4 mg mL™?, 0.212 mg mL™ and 0.125 mg mL™, respectively. All products were
commercially available, used according to concentrations and recommendations specified by the
manufacturers, following the commercial dosages used by farmers. Distilled water was used for the
control group. Each test was performed in triplicate with 10 engorged females per group.

All data were analyzed using SAS software (SAS Institute Inc., Cary, NC) to statistical

analysis. The mean efficacy was analyzed using Exact Fisher test with a 95% confidence level.

3. Results and Discussion

This study used the AIT to detect resistance in commercial acaricides of SP associated with
OP against R. microplus in southern Brazil. The commercial ectoparasiticide A obtained the lowest
(62,11%) and ectoparasiticide B obtained highest (98,76%) mean efficiency of all acaricides used
(Table 1). Based on the results, three products analyzed exhibited mean efficacy less than 95%
(ectoparasiticides A, C and D — Table 1). Reports of cattle tick resistance to SP and OP have been
recorded through several years (Roulston et al., 1968; Nolan et al., 1977). An alternative to control of
the cattle tick is the combination of two different pharmacological bases, and this presentation is
largely found at the commercial level. Combinations of different chemical bases generally have better
results when compared to single molecule formulations (Vargas et al., 2003). However, these
combinations do not always leads to an efficiency greater or equal than 95% (Campos Jr et al., 2005;
Mendes et al, 2007). In addition, in the present study, mixture of the
cypermethrin/chlorpyrifos/citronellal (ectoparasiticide A) and mixture of ethion/chlorpyriphos/alpha-
cypermethrin (ectoparasiticide D) were not able to produce good levels of efficiency (Table 1).

The results revealed that there was disparity among the products tested, with all
ectoparasiticides analyzed exhibiting satisfactory acaricidal efficacy and acaricidal resistance on at

least one cattle farm (Figure 2). The ectoparasiticide B and ectoparasiticide C presented satisfactory
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acaricidal efficacy (>95%) in 51 (94,44%) and 44 (81,48%) of 54 cattle farms, respectively (p=0.034).
On the other hand the ectoparasiticide A and D presented acaricidal resistance (efficacy <95%) in 38
and 32 of the 54 cattle farms, respectively (p=0.2267) (Table 1). The acaricidal efficacy is highly
variable and depending on the management system performed on each farm property, mainly related
of the frequency of ectoparasiticide use (Rocha et al., 2011).

In this study the chemical compounds utilized belonging to the chemical group of OP were
chlorpyrifos, ethion, and fenthion. Within to the chemical group of SP were used cypermethrin,
cypermethrin high-cis, and alpha-cypermethrin. The higher efficacy of ectoparasiticide B can be
attributed to the fact that this product contains fenthion in its formulation. This acaricide is just
recently available to cattle tick control in Brazil, thus the population of ticks have been subjected to a
lower selective pressure for this chemical when compared to the other acaricides tested (SINDAN,
2016). Given the recent availability of this product, its wise use is strategic to minimize the possibility
of resistance. Usually, tick control is done without taking into consideration technical criteria and the
characteristics of its biological cycle (Campos Jr et al., 2005; Amaral et al., 2011a; Amaral et al.,
2011b), and the most damaging consequences of this incorrect use of control products are the rapid
development of resistance to acaricides (Santos et al., 2009).

The chemical control of ticks has been characterized by continuous increase of resistance
(Vargas et al., 2003). Only on 11/54 farms tested, ectoparasiticides presented satisfactory efficiency
against the R. microplus (data not shown). Resistance associated with products containing combination
of SP and OP is also reported in other regions of Brazil (Campos Jr et al., 2005; Mendes et al., 2007;
Andreotti et al., 2011), and different places at the world (Alvarez et al., 2000; Fernandez-Salas et al.,
2012; Ghosh et al., 2015; Puerta et al., 2015). Frequent use of chemical treatments increase the
chances of selecting resistance among ticks, this being one of main factors in establishing a resistant
population of R. microplus through the selective pressure to which ticks are exposed (Rodriguez-Vivas
et al., 2006; Santos et al., 2009). Another important factor that favors the onset of resistance in
populations of R. microplus is the incorrect use of spraying products (Bianchi et al., 2003). Thus, the
tick control strategies are considered as being a combination of prudent and rational use of the

chemical bases currently available and the frequency of its application, leading to the maintenance of



25

parasite populations below their economic damage threshold, and with a minimal environmental
impact (FAO, 2003).

Different levels of resistance were detected to all ectoparasiticides tested. Currently it is
common for commercial products to combine active ingredients from different chemical families due
to their inefficiency when used separately (Raynal et al., 2003; Andreotti et al., 2011). The prevalence
of resistance to acaricides varies between regions, depending on local ecology and acaricides
management (Jonsson, 1997). The RS state has a remarkable history of tick resistance to acaricides as
it was the first region in Brazil to report resistance to SP and OP (Martins et al., 2006). The breeds of
cattle, which are predominantly Bos taurus taurus, and high stocking rates are two factors that
contribute to the problem of acaricide resistance among populations of R. microplus in RS. These
factors lead to heavy tick loads, which, in turn, lead to more treatments per year, and consequently

more resistance selection (Martins et al., 2006).

4. Conclusions

The cattle tick R. microplus populations from the southern Brazil, present different degrees of
resistance to SP and OP mixture. However performing of laboratory tests for the use of an acaricide is
important, because good efficacy of a product in a farm property does not ensure the same efficiency
in another place. Additionally, only a combination of cypermethrin/chlorpyrifos/fenthion presented
acceptable mean levels of efficacy at the tick population studied. The higher efficacy of this mixture
can be attributed to fenthion, probably due to its recent commercial availability in Brazil, and
consequently lower levels of resistance established in the population. Thus, is fundamental the

monitoring of acaricides resistance, contributing to its rational use for the control of R. microplus.
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Table 1: Acaricide efficacy of synthetic pyrethroids associated with organophosphates against the

Rhipicephalus microplus populations from state of Rio Grande do Sul in southern Brazil.

A B C D
Percentage of farms with 29.62° 94.44° 81.48" 40.74°
efficacy >95% (%) (16/54) (51/54) (44/54) (22/54)
Mean efficacy (%) 62.11 98.76 92.14 72.06
Amplitude (%) 1.2 -100 67 - 100 10.2 - 100 4.6 - 100
Standard Error +9.31 +1.46 +5.4 +8.42
Lower 95% ClI 52.8 97.3 86.74 63.64
Upper 95% Cl 71.42 100 97.54 80.48

" Distinct small letters indicate statistical differences by Exact Fischer Test (p<0.05). Ectoparasiticide A
(cypermethrin 0.15 mg mL™ + chlorpyrifos 0.25 mg mL™ + citronellal 0.01 mg mL™); Ectoparasiticide
B (cypermethrin 0.188 mg mL™ + chlorpyrifos 0.375 mg mL™* + fenthion 0.188 mg mL™);
Ectoparasiticide C (chlorpyriphos 0.833 mg mL™ + cypermethrin high-cis 0.1 mg mL™);
Ectoparasiticide D (ethion 0.4 mg mL™ + chlorpyriphos 0.212 mg mL™ + alpha-cypermethrin 0.125

mg mL™). CI: confidence intervals.
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Figure 1: Location of fifty-four cattle farms studied at twenty-eight counties from state of Rio Grande

Q

do Sul in southern Brazil where the populations of Rhipicephalus microplus were evaluated for

efficacy of the ectoparasiticides. Spheres indicate the locations of the farms.
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Figure 2: Distribution of acaricide efficacy of different chemicals on cattle farms from state of Rio
Grande do Sul in southern Brazil. Lines indicate the mean efficacy and standard error.
Ectoparasiticide A (cypermethrin 0.15 mg mL™ + chlorpyrifos 0.25 mg mL™ + citronellal 0.01 mg mL’
1); Ectoparasiticide B (cypermethrin 0.188 mg mL™ + chlorpyrifos 0.375 mg mL™ + fenthion 0.188
mg mL™); Ectoparasiticide C (chlorpyriphos 0.833 mg mL™ + cypermethrin high-cis 0.1 mg mL™);
Ectoparasiticide D (ethion 0.4 mg mL™ + chlorpyriphos 0.212 mg mL™ + alpha-cypermethrin 0.125

mg mL™).
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho apontam para uma situacdo de alerta, pois foi
observado que a resisténcia aos acaricidas por parte dos carrapatos a diferentes associacoes
compostas por organofosforados e piretroides sintéticos, encontra-se disseminada no Rio
Grande do Sul. As diferentes populacdes de R. microplus estudadas apresentam variados
graus de resisténcia. Os resultados mais satisfatorios foram encontrados para associacao entre
cipermetrina/ clorpirifés/ fention.

Desta maneira, é fundamental reafirmar a importancia de realizacdo monitoramento
constante da eficiéncia carrapaticida, por meio de testes in vitro, para diferentes cepas de R.
microplus, proporcionando uma deteccdo precoce da resisténcia parasitaria. Além disso, com
a disponibilidade cada vez menor de produtos eficazes para controle do carrapato bovino, se
torna necessario a implementacdo de um programa de controle estratégico do carrapato, aliado

ao uso racional dos carrapaticidas disponiveis, para assim prolongar a sua vida util.
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