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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ACARICIDA IN VITRO E IN VIVO DE
SILOXANOS ORGANO-MODIFICADOS EM POPULACOES DE Rhipicephalus
microplus.

AUTOR: Camila Balconi Marques
ORIENTADOR: Fernanda Silveira Flores Vogel

Atualmente, a infestacdo por Rhipicephalus microplus acarreta grandes prejuizos a
bovinocultura no Brasil. O controle do R. microplus € realizado quase que exclusivamente
através da utilizacdo de produtos quimicos. Desse modo, a disponibilidade de produtos
com atividade acaricida € limitada e o desenvolvimento de novas drogas € um processo
lento e gradual. Sabe-se que as condicGes epidemioldgicas estdo mais favoraveis a
manutencdo do carrapato no ambiente bem como para a infestacdo dos animais. Em
decorréncia disto, animais tem sido tratados com maior frequéncia, acaricidas utilizados
excessivamente sem critério técnico ou avaliacao de eficacia dos tratamentos, culminando
no aparecimento de resisténcia parasitaria pelo carrapato. Neste contexto, o presente
trabalho visa determinar a atividade acaricida in vitro e in vivo de siloxanos organo-
modificados associados ou ndo ao Butdxido de Piperonila (BPO). Para isso, foram
coletadas teledginas de R. microplus oriundas de diferentes propriedades do estado do
Rio Grande do Sul, submetidas ao teste de imersédo de teledginas descrito por Drummond
et al. (1973) tracando também um comparativo de eficdcia com uma associacdo de
organofosforado e piretroide disponivel comercialmente. Apds observacédo dos resultados
in vitro, foram iniciados testes in vivo em quatro propriedades da regido de Santa Maria
- RS. Foi aplicado uma concentracdo media dos siloxanos organo-modificados associados
ou ndo, por meio de banho de aspersdo e avaliacdo da eficacia segundo o proposto por
Roulston et al. (1968). Os resultados revelaram alta atividade acaricida (100%) in vitro
na concentracdo de 5% na forma nédo associada, e nas concentracdes de 0,6; 1,0; 2,5%
combinadas com BPO. Os resultados in vivo também apresentaram melhoria com a
associacao de BPO, sendo que a eficacia aumentou significativamente. Este trabalho
permitiu concluir que os siloxanos organo-modificados demonstraram atividade
acaricida, além do efeito sinérgico da associacdao de BPO. Evidenciando sua importancia,
frente ao atual cenario de multirresisténcia do carrapato R. microplus aos diferentes
compostos comercialmente disponiveis.

Palavras-chave: acaricida, resisténcia, bovinos, carrapato, BPO.



ABSTRACT

IN VITRO AND IN VIVO ACARICIDAL ACTIVITY EVALUATION OF
ORGANO-MODIFIED SILOXANES IN POPULATIONS OF Rhipicephalus

microplus.

AUTHOR: Camila Balconi Marques
ADVISER: Fernanda Silveira Flores Vogel

Currently, the Rhipicephalus microplus infestation causes great losses to cattle production
in Brazil. The control of R. microplus is carried out almost exclusively using chemical
products. In this way, the availability of products with acaricidal activity is limited and
the development of new drugs is a slow and gradual process. It is known that the
epidemiological conditions are more favorable to the maintenance of the tick in the
environment as well as to the infestation of the animals. As a result, the animals have
been treated more frequently, together with the excessive use of these acaricides, often
without technical criteria or evaluation of the effectiveness of the treatments, culminating
in the appearance of parasitic resistance by the tick. In this context, the present work aims
to determine the acaricidal activity in vitro and in vivo of organo-modified siloxanes
associated or not with Piperonyl Butotoxide (PBO). For this, R. microplus teleogines were
collected from different properties in the state of Rio Grande do Sul, submitted to the
immersion test of teleogines described by Drummond et al. (1973), also outlining a
comparative efficacy with a commercially available combination of organophosphates
and pyrethroids. After observing the in vitro results, in vivo tests were started at four
properties in the Santa Maria - RS region. A medium concentration of the associated
organo-modified siloxanes was applied by spraying bath and the efficacy evaluation was
perfomed according to the proposed by Roulston et al. (1968). The results revealed high
acaricidal activity (100%) in vitro in the concentration of 5% on non-associated form, and
in combinations of concentrations of 0.6; 1.0; 2.5% with PBO. The in vivo results also
increased with the association of PBO, being that the efficacy significantly improved.
This work allowed to conclude that the organo-modified siloxanes demonstrated acaricide
activity, in addition to the synergistic effect of PBO association. Evidencing its
importance, in face of the current multiresistance scenario of the R. microplus tick to the
different commercially available compounds.

Keywords: acaricide, resistance, cattle, tick, PBO.
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1 INTRODUCAO

O Rhipicephalus microplus é um carrapato monoxeno, considerado o principal e
0 mais importante ectoparasito que acomete bovinos entre os paralelos 32° Norte e Sul
(MATHIAS et al., 2013). Entre os prejuizos causados, destacam-se lesdes no couro,
diminuicdo da taxa de reproducdo, perdas de peso e produgdo (KESSLER & SCHENK,
1998), levando a prejuizos estimados de US$ 3,24 bilhdes por ano (GRISI et al., 2014).
Para o controle dessa situacao, os acaricidas assumiram um papel importante no controle
do R. microplus desde o inicio do seculo, quando a ixodidiose passou a ser encarada como
um sério problema na bovinocultura (CHIMINAZZO et al., 2004).

Sabe-se que o uso indiscriminado de carrapaticidas contribuiu para o
aparecimento de diversos casos de resisténcia dos ixodideos a varias drogas (CHAGAS
etal., 2004). Este fato representa um sério problema no controle no controle do carrapato,
além de ser uma preocupacéo da sociedade e 6rgaos governamentais com 0s residuos nos
produtos de origem animal (CAMILLO et al., 2009). No Brasil, foram registradas
populacdes de carrapatos resistentes a maioria das classes de drogas usadas para 0 seu
controle. Farias (1999) relatou casos de resisténcia a organofosforados e piretroides
sintéticos; Furlong (1999) ao amitraz na regido sul e sudeste. Em meados da década de
90, intensificou-se o uso das lactonas macrociclicas, servindo como uma alternativa no
controle de populages resistentes aos compostos citados anteriormente, e pela facilidade
de aplicacdo. O resultado desse uso massivo foi o surgimento de populacdes de campo
resistentes a esse grupo quimico (MARTINS & FURLONG, 2001) e posteriomente foi
detectada resisténcia a ivermectina através de testes in vitro (KLAFKE et al., 2006).
Castro-Janer et al. (2010) confirmaram a ocorréncia de populacbes de carrapatos
resistentes a Fipronil no Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo e, mais
recentemente resisténcia ao Fluazuron no estado do Rio Grande do Sul (RECK et al.,
2014).

Os siloxanos organo-modificados sdo compostos que geram uma ac¢do de contato
especifica, resultando em desidratacdo, imobilizacdo e eventual sufocamento no parasito.
Trazem modo de acdo fisico, e por isso, tornam-se candidatos perfeitos para uma
alternativa segura e eficaz, retardando o desenvolvimento de resisténcia (LISZKA &
DHANG, 2014). O Butdxido de Piperonila (BPO) foi semi-sintetizado a partir do safrol,
o principal componente do 6leo de canfora (KNOWLES, 1991; TOZZI, 1998). E um
liquido de coloragdo proxima ao incolor ou amarelo palido, é moderadamente estavel na

medida em que é resistente a hidrolise, oxidagdo e exposi¢cdo a luz solar (KIDD &
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JAMES, 1994). Desde a sua descoberta, e desde que a resisténcia a pesticidas surgiu como
um problema, o BPO tem sido frequentemente usado como um sinergista inseticida, em
mais de 1700 inseticidas (USEPA, 2002). E comumente associado com piretrinas e
piretroides sintéticos, incluindo em medicina humana e veterinaria (TOZZI, 1999).

Considerando a necessidade de novas alternativas para o controle do R. microplus,
este trabalho foi desenvolvido com o objetivo avaliar a atividade acaricida in vitro e in
vivo de siloxanos organo-modificados em populagdes de R. microplus, associados ou nao
ao BPO.



11

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Rhipicephalus microplus

2.1.1 Origem e distribuicdo

A espécie R. microplus originou-se na Asia, adaptando-se perfeitamente ao clima
das éareas tropicais, onde o calor e a umidade propiciaram condi¢bes favoraveis a
sobrevivéncia e manutencdo da espécie (POWELL & REID, 1982). Sendo, portanto, um
dos principais parasitos que afetam negativamente a pecuaria entre os paralelos 32°N e
32°S. Este carrapato é um ectoparasito hemat6fago cujo principal hospedeiro € o bovino,
encontrando-se amplamente distribuido nos rebanhos bovinos da América, Africa, Asia
e Oceania (LEAL et al., 2003). Sua presenca é confirmada em todo o territério nacional,
sendo observado durante 0s 12 meses do ano em 66,04% dos municipios (HORN, 1983;
SILVA & ROCHA, 2004).

2.1.2 Ciclo

O R. microplus é um carrapato monoxeno, ou seja, utiliza apenas um Unico
hospedeiro para fechar o ciclo, realizando seu desenvolvimento total por meio de duas
metamorfoses. O ciclo de vida dos carrapatos da familia Ixodidae consiste na fase de ovo
e 3 estagios ativos (larva, ninfa e adulto). Cada estagio alimenta-se apenas uma vez,
embora as fémeas separadas de seus hospedeiros possam reconectar-se e continuar sua
alimentacdo interrompida (APANASKEVICH & OLIVER JR, 2013). Seu ciclo biologico
pode ser dividido em duas fases: ciclo de vida parasitéria, que dura em média 22 dias, e
ciclo de vida livre ou ndo parasitaria, que ocorre no ambiente e prolonga-se por,
aproximadamente, trés meses, dependendo, principalmente, das condi¢des do clima da
regido (GONZALES, 2002).

A fase parasitaria inicia quando as larvas presentes nas pastagens, sobem no
hospedeiro, fixam-se por meio do aparelho bucal e entdo comecam a se alimentarem de
linfa, para posteriormente atingir o estagio de ninfa. Nesta fase, o carrapato imaturo se
alimenta de sangue do animal parasitado. Posteriormente, ao atingem a fase adulta,

acontece a fecundacéo das fémeas e 0 ingurgitamento, quando passam a ser denominadas



12

teledginas, (FURLONG & PRATA, 2005) que se desprendem do hospedeiro para
realizarem a ovipostura no ambiente. Os machos sdo pequenos, cerca de dez vezes
menores 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
condicBes climaticas ambientais (PEREIRA et al., 2008). Ja a fase ndo parasitaria
(ambiental) se inicia ap6s a queda da teledgina no solo, com o periodo de pré-postura,
que tem em média, duracdo de dois a trés dias. Cada fémea tem capacidade de postura de
2000 a 3000 ovos viaveis, que em condicdes ideais de temperatura e umidade, irdo eclodir
em um periodo de aproximadamente 15 dias. Ap0s a eclosdo, as larvas tornam-se aptas
para o parasitarismo dentro de quatro a seis dias. Sendo guiadas por estimulo luminoso,
sobem na vegetacdo a procura do hospedeiro, apresentando geotropismo negativo
(GONZALES, 1975). Nesse periodo, o carrapato ndo se alimenta e sobrevive
exclusivamente das suas reservas (FARIAS, 2007).

O acasalamento ocorre a partir do 17° dia da infestacdo (LONDT & ARTUR,
1975) durante o repasto sanguineo da fémea. A taxa de sucesso de alimentacdo e potencial
reprodutivo sdo altas e, em alguns casos, podem ser transmitidas da fémea para a proxima
geracdo por meio dos ovos (ANDERSON et al., 2008). Quando iniciam o parasitismo na
forma de ninfa, geralmente sdo despercebidos pelos hospedeiros e ndo séo facilmente
deslocados. Suas secrec¢des salivares iniciais impedem a coagulacdo do sangue, dilatam
os capilares da pele, digerem os tecidos do hospedeiro, causam hemorragia extensa e
fazem supressdo de respostas inflamatdrias do hospedeiro (KEMP & BINNINGTON,
1982). Os alvos mais freqiientes para inibicdo da cascata de coagulagéo séo o fator Xa e
a trombina. Essas duas moléculas fazem parte tanto da via extrinseca como da via
intrinseca. A trombina desenvolve um papel central na hemostasia, ndo apenas
convertendo fibrinogénio em fibrina, mas também por regular a sua propria producéo pela
ativacdo de outros fatores da coagulacao (fV, fVIII, fXI, e proteina C). (PARIZI et al.,
2007)

Entre a grande maioria dos carrapatos ixodideos em circunstancias normais, as
fémeas fecundadas consomem grandes quantidades de sangue e aumentam a massa
corporal até 100 vezes. Apoés a ingurgitagdo completa, desprendem-se de seu hospedeiro
e colocam seus ovos (APANASKEVICH & OLIVER JR, 2013).

A dinamica populacional de R. microplus no estado do Rio Grande do Sul é
caracterizada por um grande pico de abundancia no outono, diminuindo no inverno,

quando as condicOes climaticas se tornam desfavoraveis para as fases de vida livre. A
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ectoparasitose dos bovinos volta a acontecer no inicio da primavera, onde ocorre a
primeira geracéo de carrapatos, que se caracteriza por uma baixa infestacdo dos animais
(MARTINS et al., 2002).

2.1.3 Perdas econbmicas

Cada fémea adulta ingere cerca de 2 mL de sangue, sendo que cada teledgina
ingurgitada € responsavel pela perda de aproximadamente 1g de peso vivo e de 10mL de
leite em vacas em lactacdo (SILVEIRA et al., 2014). Dentre 0s prejuizos causados,
destacam-se as lesdes no couro que reduzem o valor comercial do produto e favorecem a
ocorréncia de miiases, perda de peso, diminuicdo da taxa de reproducdo, perdas na
producdo de carne e leite (KESSLER & SCHENK, 1998). Influenciam negativamente o
bem-estar, o desenvolvimento de animais de producdo, trazendo prejuizos econémicos
relacionados ao stress, bem como aos custos com tratamentos (CAMILLO et al., 2009).

Além disso, o carrapato é eficaz na transmissdo de doencas devido ao carreamento
de uma variedade de protozoarios, rickettsias, virus e bactérias para diferentes
vertebrados no mundo inteiro (CUPP, 1991). E, portanto, vetor de agentes etioldgicos da
Tristeza Parasitaria Bovina, Anaplasma spp. e Babesia spp, (CORDOVES, 1997),
caracterizando danos de ac¢do indireta.

No ano de 2009, estudos avaliaram o impacto econdmico da acdo dos
ectoparasitos na América do Sul e consideraram que, no Brasil, as perdas chegaram a 2,5
milhdes de cabecas de gado, 0 que representou a perda de 75 milhGes de quilogramas de
carne, 1,5 bilhdo de litros de leite, 8,6 milhdes de ddlares por danos secundarios e 25
milhGes de dblares em acaricidas quimicos para combater as infestacfes por carrapatos
(LIBERAL, 2017). A maior susceptibilidade dos rebanhos taurinos ao carrapato, refletem
em perdas significativas relacionadas a produtividade e fertilidade. Resultados
apresentados por O’Kelly e Spiers (1976) mostraram que, em sua primeira exposi¢ao aos
carrapatos apos o nascimento, os bezerros mesticos zebu foram mais resistentes que o0s
de racas européias, apresentando, uma parcela de imunidade inata. Entre 0s mecanismos
de defesa apresentados pelos animais considerados resistentes, sobressaem-se os de auto-
limpeza, que tem demonstrado ser componente de grande importancia no processo de
resisténcia ao carrapato. Isso tem favorecido a opcéao pela criagdo de rebanhos zebuinos,

animais que possuem carne de parametros organolépticos inferiores a de origem taurina
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e, nas ragas ndo especializadas, baixa aptidao leiteira (BRITO, 2009). Atualmente as
perdas sdo estimadas em mais de US $ 3,90 bilhdes de dolares (GRISI et al., 2013).

2.1.4 Resisténcia e controle do R. microplus

Com o passar dos anos e pressdo de selecdo pelo uso de diferentes acaricidas,
varios mecanismos foram desenvolvidos pelos carrapatos permitindo que estes
sobrevivam aos diferentes tratamentos. O uso indiscriminado contribuiu para o
aparecimento de diversos casos de resisténcia dos ixodideos a varias drogas, 0 que
representa um sério problema no controle dos mesmos, além de ser uma preocupacao da
sociedade e Orgaos governamentais com os residuos nos produtos de origem animal
(CHAGAS et al., 2004; CAMILLO et al., 2009). Segundo FAO (2004) a resisténcia pode
ser definida como um aumento significativo no nimero de carrapatos, capazes de tolerar
doses de drogas comprovadamente letais para a maioria dos individuos da mesma espécie. A
resisténcia dos R. microplus para os varios acaricidas aparecem cronologicamente com a
sua utilizacdo, um indicio do desenvolvimento de resisténcia a campo é, quando o produto
gue anteriormente se mostrava eficiente para o controle, ja ndo demonstra o mesmo efeito,
desde que utilizado sob condic¢des adequadas de aplicacdo (BENAVIDES et al., 2001).

Dentre os principais mecanismos utilizados pelos carrapatos resistentes para
sobreviver aos acaricidas, destacam-se a reducdo da taxa de penetracdo do produto,
alterando o tegumento externo; as mudancas no metabolismo, armazenamento e
excrecdo do produto quimico e, mudancas no local de a¢do do produto (FURLONG &
MARTINS, 2000). O carater molecular da resisténcia pode ser resumido em aumento da
expressao de genes ou aumento da atividade de enzimas envolvidas em metabolismo de
detoxificacdo, mutacbes em neurorreceptores e mutaces em canais de sodio
(RUFINGIER et al, 1999). Para isso, trés sistemas enzimaticos podem estar envolvidos
no metabolismo de inseticidas em geral: as citocromos P450, as esterases e as glutationas
S-tranferases (RANSON et al.,2002).

Os citocromos P450 sdo um grupo de enzimas que catalisam uma grande
variedade de reacfes quimicas e agem sobre diversos substratos, oxidando compostos
endogenos e exdgenos ou tornando 0s compostos toxicos mais sollveis, facilitando a sua
excrecdo. As P450 monoxigenases sdo enzimas capazes de detoxificar artropodes,

inclusive R. microplus de piretroides e organofosforados (LEE et al., 2002). As esterases
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estdio envolvidas na detoxificagdo de organofosforados, em especial as
acetilcolinesterases (AChE) e as carboxipeptidases. E por fim, as glutationas S-
tranferases, sdo capazes de conjugar a glutationa reduzida aos centros eletrofilicos de
compostos exogenos e enddgenos, para formar um composto mais soltvel e facil de ser
excretado. Elas sdo responsaveis pela detoxificacdo de organoclorados, organofosforados
e piretrdides sintéticos (LI et al., 2007) e ivermectina (STUMPF & NAUEN, 2002).

Caracteristicas de resisténcia apresentadas pelos carrapatos sdo genéticas e de
carater irreversivel: descendentes de individuos resistentes também serdo resistentes, e,
se houver estabelecimento da resisténcia a um produto, a suspensdo do uso do mesmo
por um determinado periodo ndo o habilitara a um novo uso eficaz (GONZALES, 1975).
Além disso, o R. microplus pode apresentar resisténcia mais rapidamente que outros
carrapatos, presumivelmente, pelo menor periodo entre as geracdes (SABATINI, 2001),
demonstrando a necessidade do desenvolvimento de novas formas de controle.

Apb6s a morte dos parasitos sensiveis, h4 o acasalamento dos resistentes,
propagando o alelo resistente na populacdo sobrevivente. (FURLONG & MARTINS,
2000). Logo, escolha e utilizacdo correta de antiparasitarios, assim como a mudanca de
produto quando necessério, sdo fatores preponderantes para a obtencdo dos resultados
satisfatorios, pois o desenvolvimento de populacBes de carrapatos resistentes tem
ocorrido, historicamente, ap6s algum tempo de utilizacdo da maioria dos carrapaticidas
lancados no mercado (SILVEIRA et al., 2014).

Carrapaticidas podem ser classificados em familias ou grupos quimicos, além de
conforme sua atuacdo, sendo, sisttmicos ou de contato. Compostos sistémicos sao
metabolizados pelo organismo e distribuidos a todo o corpo do animal, chegando, através da
circulacdo, aos carrapatos. Compostos de contato sdo aplicados por meio de pulverizagéo,
imersdo ou pour on. Para agirem € necessario o contato do produto com o carrapato o qual
acaba penetrando pelos orificios naturais ou mesmo pela cuticula, provocando a intoxicagdo
e morte do parasito. Estes produtos, assumiram um papel importante no controle do R.
microplus desde o inicio do século, quando a ixodidose passou a ser encarada como um
sério problema na criagéo de gado (CHIMINAZZO et al., 2004). Apesar de serem usados
amplamente ha muito tempo, muitas vezes se observa 0 emprego destes compostos de
maneira incorreta, sem considerar 0os conhecimentos basicos do ciclo do parasito.
(ROCHA et al., 2006).

No Brasil, foram registradas populacdes de carrapatos resistentes a maioria das

classes de drogas usadas para o0 seu controle. Farias (1999) relatou casos de resisténcia a
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organofosforados e piretroides sintéticos; Furlong (1999) ao amitraz na regido sul e
sudeste. Em meados da década de 90, intensificou-se o uso das lactonas macrociclicas,
servindo como uma alternativa no controle de populacdes resistentes aos compostos
citados anteriormente, e pela facilidade de aplicagédo. O resultado desse uso intensificado
foi o surgimento de populacfes de campo resistentes a esse grupo quimico (MARTINS
& FURLONG, 2001) e posteriomente foi detectada resisténcia a ivermectina através de
testes in vitro (KLAFKE et al., 2006). Castro-Janer et al. (2010) confirmaram a
ocorréncia de populacdes de carrapatos resistentes ao Fipronil no Rio Grande do Sul,
Minas Gerais e Sdo Paulo e, mais recentemente a resisténcia ao Fluazuron no estado do
Rio Grande do Sul (RECK et al, 2014). Ha muito tempo, organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretroides sintéticos e amitraz foram usadas
sequencialmente. Mais recentemente, foram introduzidas no mercado avermectinas,
reguladores de crescimento, fipronil e spinosad. A resisténcia a Arsenicais apareceu em
1960, para organofosfatos, no final da década de 1970, e aos piretroides sintéticos no
inicio da década de 1990 (CARDOZO & FRANCHI, 1994).

O controle de parasitos bovinos através de produtos quimicos convencionais, além
do entrave relacionado aos residuos nos alimentos, esbarra em problemas relacionados ao
desenvolvimento acelerado da resisténcia. Isto, tem levado os fabricantes e produtores a
utilizarem concentragbes mais altas, que, ainda assim, muitas vezes ndo sdo eficazes.
(VIVAN, 2004). Ectoparasiticidas convencionais e seus metabdlitos sdo potencialmente
toxicos a animais de sangue quente, havendo ainda, possibilidade de contaminacao dos
produtos de origem animal. Os riscos para o consumidor decorrem da insignificante
barreira natural entre a aplicacdo do produto e a contaminagdo dos alimentos, e do fato
de que os parametros para seguranca alimentar do consumidor sdo assuntos
negligenciados (CHAGAS et al., 2004). Furlong e Martins (2000) salientam que na
tentativa de continuar a utilizar o mesmo grupo quimico ou familia de carrapaticida em
que se evidencia resisténcia, pode ser possivel 0 uso em associacdo com produtos de
diferentes modos de agéo.

A necessidade de métodos mais seguros e menos agressivos tém estimulado a busca
de novas alternativas, como produtos oriundos de extratos de plantas e até mesmo
farmacos que ndo apresentem agressividade excessiva. Segundo Furlong et al. (2007) a
situacdo é critica no Brasil, tanto quanto nos demais paises de clima tropical, e se nada
for realizado, o produtor ndo dispora mais de produtos comerciais capazes de controlar

0s carrapatos do rebanho com eficacia, economia e seguranca. Se faz imprescindivel a
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pesquisa sobre novas alternativas carrapaticidas, tendo em vista o crescente desafio no

controle do carrapato.

2.2 SILOXANOS ORGANO-MODIFICADOS

O produto “Provecta ®” (ICB Pharma) consiste em um Siloxano organo
modificado, sendo uma mistura Unica de compostos polimeéricos que combinados em
tanques de pulverizacdo com inseticidas para um tratamento mais efetivo. Atualmente é
comercializado em paises como a Alemanha e Poldnia. Originalmente, a recomendacéo
é de que este composto seja misturado com outros inseticidas para controle de populacoes
resistentes de insetos. Os fabricantes também disponibilizam um produto semelhante,
denominado “Dergall ®” , o qual ¢ utilizado em forma de aplicagdo direta em aves para
gestdo e combate de acaros. Ambos produtos trazem modo de acdo fisico, e por isso,
tornam-se candidatos perfeitos para uma alternativa segura e eficaz, retardando o
desenvolvimento de resisténcia (LISZKA & DHANG, 2014).

Segundo Montério et al. (2005), o acréscimo de surfactantes contribui para a
formacdo de filmes liquidos devido o processo de coalescéncia de gotas de agua.
Surfactantes de silicone sdo um grupo de moléculas pequenas e poliméricas que
apresentam uma grande variedade de aplicagdes devido as propriedades incomuns
(RANDAL, 2002). Ainda, apresentam conformacdo molecular bastante maleavel devido
a ligacdo carbono-silicio, o que propicia a condi¢do para que o grupamento hidr6fobo do
surfactante seja mais paralelo a superficie da gota, do que o grupamento hidréfilo que se
estende mais para o interior (MONTORIO et al., 2005). Isso faz com que aconteca
reducdo da tensdo superficial mais rapidamente e com valores menores da tensao
superficial do que aqueles observados para os surfactantes ndo organo-siliconados.
Evidenciam conformacdo mais rigida, devido as ligacbes carbono-carbono (COSTA,
1997).

Embora estes tipos de surfactantes historicamente tenham sido utilizados na
melhoria de formulagGes agricolas, o conceito do produto também pode ser aplicado ao
controle de parasitos e insetos comuns aos meios urbanos como percevejos, moscas,
mosquitos, carrapatos, entre outros. A utilizagdo do Siloxano organo modificado como
acaricida permite que seja mantida a susceptibilidade dos parasitos e retarde a resisténcia
estabelecida. Gera uma acdo de contato especifica, resultando em desidratacao,
imobilizacéo e eventual sufocamento no parasito (LISZKA & DHANG, 2014).
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Tendo em vista o potencial sinérgico do BPO, faz-se presente a hip6tese de que
possa contribuir para a otimizagdo dos resultados em associa¢cao com os siloxanos organo-

modificados, uma vez que ha vastos relatos trabalhos comprovando seu efeito.
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Abstract

The infestation by Rhipicephalus microplus causes great damage to cattle breeding and
its control form is carried out basically through chemical products. There are extensive
reports of efficacy losses of the carrapaticid products over time, as well as resistance of
the parasites on them, making it necessary to search for new alternatives. The present
work aimed to determine the in vitro and in vivo acaricidal activity of organo-modified
Siloxanes associated or not with Piperonyl Butoxide (PBO) in southern Brazil. For the in
vitro test, engorged females of R. microplus were collected, which were submitted to the
teleogines immersion test. The formulation containing organo-modified siloxanes was
tested at 4 different concentrations: 0.6, 1.0, 2,5 and 5.0%, being that the lowest dilutions

(0.6, 1.0 and 2.5%) were also tested in association with PBO 10%. In parallel, acaricides
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were tested as a positive control for the carrapaticid effect. The in vivo test was carried
out by application of 2.5% organo-modified siloxanes, as well as its association with PBO
10%, by spraying. The results revealed high acaricidal activity (100%) in vitro in the
concentration of 5% on non-associated form, and in combinations of concentrations of
0.6; 1.0; 2.5% with PBO. The in vivo results also increased with the association of PBO,
being that the efficacy significantly improved. In view of the current multi-resistance
scenario of the R. microplus tick to the different commercially available acaricidal
products, this work aimed at the use of this product in association with PBO as an
alternative to R. microplus control and the results were positives. To the authors

knowledge, this is the first study using organo-modified siloxanes against ticks.

Keywords: acaricide, resistance, cattle, tick, PBO.

Introduction

Rhipicephalus microplus is a monoxene tick, considered the main and most
important ectoparasite that affects bovines between the between the 32° North and South
parallels (Mathias et al., 2013). Among the damages caused, there are injuries in leather,
decrease in reproduction rate, weight and production loss (Kessler and Schenk, 1998),
leading to estimated losses of US $ 3.24 billion per year (Grisi et al., 2014). In order to
control this situation, acaricides have played an important role in the control of R.
microplus since the beginning of the century, when ixodidiosis was considered a serious
problem in cattle breeding (Chiminazzo et al., 2004).

It is known that the indiscriminate use of acaricidal products contributed to the
appearance of several cases of resistance to several drugs (Chagas et al., 2004). This fact
represents a serious problem in the control of ticks, as well as being a concern of society

and government agencies with residues in animal products (Camillo et al., 2009). In
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Brazil, there were registered populations of ticks resistant to most of the classes of drugs
used for its control. Arantes et al. (1995) reported cases of resistance to organophosphates
and synthetic pyrethroids; Nolan (1994) reported initial traits to amitraz resistance in the
south and southeast regions, being confirmed years later. In the mid-1990s, the use of
macrocyclic lactones was intensified, serving as an alternative in the control of
populations resistant to the aforementioned compounds, and by the ease of application.
The results of this massive use were the emergence of field populations resistant to this
chemical group (Martins and Furlong, 2001) and later ivermectin resistance was detected
through in vitro tests (Klafke et al., 2006). Castro-Janer et al. (2001) confirmed the
occurrence of Fipronil-resistant tick populations in Rio Grande do Sul, Minas Gerais, S&o
Paulo, and more recently, resistance to Fluazuron in the state of Rio Grande do Sul (Reck
etal., 2014).

Organo-modified siloxanes are compounds that generate a specific contact action,
resulting in dehydration, immobilization and eventual suffocation in the parasite. They
provide physical mode of action, and therefore, they become perfect candidates for a safe
and effective alternative, delaying the development of resistance (Liszka and Dhang,
2014). Piperonyl butoxide (PBO) was semi-synthesized from safrole, the main
component of camphor oil (Knowles, 1991; Tozzi, 1998). It is a liquid with coloration
next to the colorless or pale yellow, is moderately stable as it is resistant to hydrolysis,
oxidation and exposure to sunlight (Kidd and James, 1994). Since its discovery, and since
pesticide resistance has emerged as a problem, PBO has often been used as an insecticidal
synergist in over 1700 insecticides (USEPA, 2002). It is commonly associated with
synthetic pyrethrins and pyrethroids, including in human and veterinary medicine (Tozzi,

1999). Considering the need of new alternatives for the control of R. microplus, this work
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was carried out to evaluate the in vitro and in vivo acaricidal activity of organo-modified

siloxanes in populations of R. microplus, associated or not with PBO.

Material and Methods

The organo-modified siloxanes were administered using the product “Provecta ®”
(ICB Pharma) which more specifically, contains Polyalkyleneoxide modified
heptamethyltrisiloxane and its Chemical Abstracts Service Number is 67674-67-3.

The use of animals for this study was approved by the animal experiment ethics
committee of the Federal University of Santa Maria under the protocol number

2881260318.

In vitro tests

The adult immersion test (AIT) described by Drummond etal. (1973) was
performed. R. microplus engorged females were collected from naturally infested cattle.
For each battery of in vitro tests were used approximately 200 teleogines collected from
animals that have not been treated with contact mode of action products, for at least 21
days, and that have not been treated with systemic mode of action products.

The collected teleogines were maintained refrigerated until the completion of the
tests. The period between collection and testing did not exceed 24 hours. The engorged
females were weighted and divided into groups containing 10 teleogines.

To the inicial steps, each group was weighed, dipped in a different concentration
(described in Table 1) of organo-modified siloxanes in water for 5 minutes, drained,
allowed to dry on paper toweling. It is important to explain that the lower concentration

of the product was chosen due to stipulated value for treatments of bird mites, already
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used in other countries. The in vitro efficacy was established using the formulas described
by Drummond et al. (1973):

RE = reproductive efficiency:

RE= (eggs weight x % of hatching eggs x 20.000) / teleogines weight

(The 20.000 in this formula is an estimate of the number of larvae in 1g of eggs.)

INR = % of reproduction inibition:

INR = (RE of the control group - RE of the treated group) / RE of the control group x 100

For the interpretation of the results, it was considered as efficacy of the active
ingredients the minimum value of 95%, according relevant legislation for the commerce
of tick pesticides in the country (Brasil,1989), besides the viability evaluation of the
strains by observing the reproductive efficiency of the control group. Also, acaricidal
products containing organophosphate and pyrethroid were tested as a parameter of

products currently on the market.

Histopathology

R. microplus engorged females of the control group and the submitted to treatment
with Organo-modified Siloxanes were used for histological evaluation The selected
concentration for the analysis in the teleogines corresponded to the Group 5. The
engorged females were fixed in 10% formaldehyde solution for 15 days and then
sectioned in a coronal plane. The two sections of each teleogines were processed for
histopathology and embedded in paraffin. After that, histological sections of 3

micrometers were cut, stained by hematoxylin and eosin technique and mounted on a
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Histological blade and coverslip with synthetic mounting medium. Histopathological data

were used for pre and post treatment comparison.

In vivo tests

Animals from four rural properties in the central region of the state of Rio Grande
do Sul were used. To the inclusion of the animals at the experimental groups, the same
care of the previous experiment was used. In addition, only animals that had a certain
infestation rate were selected: minimum counts of 40 engorged females. At day -2, counts
of teleogines larger than 4.5 mm were performed. For this, the animals were contained
and ticks with a size of 4.5 mm to 8.0 mm on one side of the cattle were counted and
multiplied the by two (Holdsworth et al., 2006), the procedure was repeated in all animals.

Three experimental groups were determined based on average concentration value
(Untreated control, organo-modified siloxanes 2.5%, organo-modified siloxanes 2.5% +
PBO 10%), containing 10 animals each. The applications were performed by manual
spraying using a costal pulverizer with 5 liters of the diluted product directed against the
hair, throughout the body of the animal, avoiding hours of strong sun and rainy days.
Efficacy was determined by comparing pre (day -2) and post-treatment (day 7) counts.
All animals were submitted to reassessment, were recounted the live teleogines in the
animal's leather and consequent evaluation of the efficacy of the product used was
perfomed. The percentage of efficacy against R. microplus was calculated using
arithmetic means, according to a formula proposed by Roulston et al. (1968) and
recommended by Ordinance no. 48 of May 12, 1997, item 2.4.2, field test of acaricidal
product (Brasil, 1997). Where:
Ta: average number of teleogines post-treatment (day 7).

Th: average number of teleogines at the — 2 day before treatment.
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Ca: average number of control teleogines at the day 7.

Chb: average number of control teleogines at the -2 before treatment.

Efficacy (%) =[1-(TaxCb/ThxCa)]x 100

Results and discussion

The results obtained in this study are shown in Tables 1 and 2. It can be determined
that both in in vitro and in vivo tests the organo-modified siloxanes showed significant
results (P> 0.05) when compared with the control group of R. microplus tested.
The in vitro tests demonstrated that the organo-modified siloxanes show acaricidal
activity. In groups submitted to non-associated organo-modified siloxanes in different
concentrations, only the 5% concentration was effective in all tested R. microplus samples
(100%). The 2.5% concentration obtained 80%, while groups with 0.6 and 1.0%
concentration presented values of 71.2% and 79.6%, respectively, measured by percent
inhibition of reproduction (INR%). Although the acaricidal activity of organo-modified
siloxanes in populations of R. microplus has not been previously tested, the high
acaricidal efficacy observed in this work is not surprising since this product had efficacy
in bird mites and bedbugs (Liska and Dhang, 2014). To the present, this was the only
work that brought a description of the acaricidal activity of the organo-modified siloxanes
on ticks.

It was also observed that the groups submitted to treatments in association with
PBO presented significantly better results (P> 0.05) than of groups that used only organo-
modified siloxanes. When analyzing the effectiveness of the organo-modified siloxane in
combination with PBO was detected 100% of efficacy, independent of the concentration
of the organo-modified siloxane (Table 1) showing that at lower concentrations (0.6, 1.0

and 2.5, %) high efficacy was observed only when associated with PBO.
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In the in vivo tests (Table 2), Organo-modified Siloxanes 2.5% obtained 93,70%
of efficacy, while the result was 98.75% for organo-modified siloxanes 2.5% + PBO 10%
formulation. The choice of the organo-modified Siloxanes concentration for in vivo
testing was determined by the results obtained in the in vitro tests. The in vivo results also
showed that the association of PBO is related to a high synergistic efficacy. This has
already been demonstrated by Tozzi et al. (1999) that tested the association of this with a
wide range of insecticides.

Although the results obtained in the present study are promising as to the use of
this product in vivo, further studies need to be conducted using higher concentrations of
organo-modified siloxanes in association with PBO. The data obtained in this work are
of great importance, may represent a new alternative and strategy of tick control in
different production systems, since acaricidal efficacy of Organo-modified Siloxanes
associated or not with PBO has been demonstrated. The determination of a product with
acaricidal activity is extremely important in view of the issue of resistance to acaricides
already commercially available by the ticks.

Little is known about the mechanism of action of the Organo-modified Siloxanes,
it is believed that they act specifically by contact determining dehydration,
immobilization and eventual inactivation by suffocation in the parasite (Liszka and
Dhang, 2014). The histopathological analysis and comparison of the tissues of pre and
post-treatment teleogines corroborate this hypothesis. Comparing the tissues of engorged
females pre and post-treatment (Figure 1), can be observed disintegration of tissues and
cells after treatment. This disintegration of the cells and tissues is observed in the totality
of the teleogine. It is believed that lack of oxygenation may be the cause of this loss of

cellular structures and damage.
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Currently, the greatest difficulty controlling the cattle ticks is the maintenance of
drug efficacy and the consequent resistance of these ticks to acaricides (Verissimo, 2013).
In Brazil, the resistance of tick populations to ticks is generalized. Thus, the high cost of
treatment associated with the rapid emergence of resistant to conventional products ticks
(Furlong, 2004), as well as residues in food and environmental pollution caused by its
use, encourage the search for alternatives, such as fitoterapy (Nicolino, 2013). This
alternatives to bovine tick control may be discussed as the selection of naturally more
resistant animals (Villares, 1941), biologic control (Verissimo, 2013) and utilization of
phytotherapics that can be associated with conventional production systems, seeking to
increase the useful life of the chemicals (Vieira and Cavalcante, 1999). Thus, these
methods still do not completely replace the use of acaricides (Leal et al., 2003).

In this sense, it is suggested that the use of Organo-modified Siloxanes can
contribute both to retard the process of resistance development and to increase the
percentage of parasites susceptible to a certain active principle. This assumption is due to
the mode of physical action, and therefore, they become perfect candidates for a safe and
effective alternative, retarding the development of resistance (Liszka and Dhang, 2014).
Given the general effectiveness of organo-modified siloxanes, one can also think of the

association of this with acaricides already used to improve their effectiveness.

Conclusion

Based on the results obtained in the present work, it was concluded that the
formulation of organo-modified siloxanes demonstrated high acaricidal activity (100%)
in vitro in the concentration of 5% on non-associated form, and in combinations of
concentrations of 0.6; 1.0; 2.5% with PBO. The in vivo results also increased with the

association of PBO, being that the efficacy significantly improved of 93,70% (organo-
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modified siloxanes 2.5%) to 98,75% (organo-modified siloxanes 2.5% + PBO 10%). This
study demonstrated in vitro and in vivo acaricidal activity of organo-modified siloxanes
on engorged females of R. microplus and that the association with PBO potentiates the
action of the organo-modified siloxanes, also allowing the use of a lower concentration
of this one. Therefore, it is suggested that the use of organo-modified siloxanes associated
or not with PBO may be an excellent alternative for the control of R. microplus. However,
other studies need to be conducted principally in vivo to better characterize both

concentration/efficacy, forms of application and interval between treatments.
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Table 1 — In vitro efficacy of the different concentrations of organo-modified siloxanes
determined by percentage of inhibition of reproduction (% INR) in different populations

of R. microplus.

N° of Efficacy  Standard-
Group . .
Observations  (%INR)  Deviation
Chlorpyrifos 30%, Cipermetrin 15%, 10 96,23 8,52

Fenthion 15%

Organo-modified siloxanes 0.6% 10 71,22 20,24
Organo-modified siloxanes 0.6 + PBO 10% 10 100 0

Organo-modified siloxanes 1.0% 10 79,6 12,7
Organo-modified siloxanes 1.0 + PBO 10% 10 100 0

Organo-modified siloxanes 2.5% 10 80 18,68
Organo-modified siloxanes 2.5 + PBO 10% 10 100 0

Organo-modified siloxanes 5% 10 100 0
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Table 2 — In vivo efficacy of treatments using organo-modified siloxanes associated or

not with PBO, determined by the percentage of reduction of infestation rate by R.

microplus.
N° of Efficacy  Standard-
Group
Observations  (%INR)  Deviation
Organo-modified siloxanes 2.5% 3 93,70% 8,07
Organo-modified siloxanes 2.5 + PBO 10% 4 98,75% 15

5 ‘. \ /“ £ 2 <‘ :
£ y

Figure 1 — Histological sections colorated with HE of unprocessed R. microplus (Control)

and seven days after treatment with organo-modified Siloxanes 2.5% + PBO 10%

(Treatment).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do experimento realizado permitem concluir que os siloxanos
organo-modificados demonstraram atividade acaricida (100%) in vitro na concentracédo
de 5% na forma ndo associada, e em combinac6es de concentracdes de 0,6; 1,0; 2,5%
com BPO. Em formas ndo associadas com BPO, a concentracdo de 0,6 % obteve 71,22%
de eficacia, enquanto os grupos com concentragdo de 1,0% e 2,5% de siloxanos organo-
modificados apresentaram valores de 79,6% e 80%, respectivamente. Devido modo de
acao fisico, sugere-se que possa contribuir tanto para retardar o desenvolvimento de
resisténcia como para efeito sinérgico quando associado a produtos de modo de acdo
quimico. Este dado é extremamente relevante uma vez a ixodidiose bovina é uma
infestacdo de grande importancia mundial e responsavel por importantes prejuizos
econdmicos. Assim, evidencia-se a necessidade de estudos envolvendo alternativas

acaricidas seguras e eficazes.
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