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Resumo:

VILLARREAL, J. P. V. Levantamento de dados sobre a presenca e o controle de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus no gado de leite na regido sul do Rio
Grande do Sul e avaliagcdo da eficacia de alternativas fitoterapicas no controle
in vitro. 2017. 104f. Tese (Doutorado em Parasitologia) — Programa de Pos-
Graduacao em Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

Os efeitos diretos e indiretos causados pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, tem um grande impacto econdmico na pecuaria bovina. A resisténcia aos
acaricidas sintéticos deve-se ao fator operacional, por ndo se ter conhecimento acerca
da biologia, ecologia e epidemiologia deste carrapato e isso tem dado origem a graves
problemas na producdo bovina. Devido a isso 0s 6leos e extratos de plantas vém
ganhando espaco como métodos alternativos de controle para esta espécie de
carrapato. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi conhecer a percep¢do dos
produtores de gado de leite sobre a presenca de R. (B.) microplus e o seu controle na
propriedade e identificar os componentes majoritarios de um 6leo essencial e de dois
Oleos fixos e avaliar seus efeitos acaricidas in vitro. Um questionario foi aplicado em
30 propriedades leiteiras de cinco municipios do Rio Grande do Sul. Os dados foram
tabulados e analisados mediante o software Epi Info v.7. As associa¢cbes entre as
variaveis foram realizadas pelo teste de Fisher (p<0.05) e analisadas por regresséao
logistica. Quanto as alternativas fitoterapicas a identificacdo dos componentes
guimicos majoritarios dos trés 6leos foi realizado através de cromatografia gasosa. Os
Oleos e trés acaricidas sintéticos (amidina, piretroide e uma associacao de piretroide
com organofosforado) foram testados usando o Teste de Imersdo de Adultas. Os
resultados revelaram que a dificuldade para controlar o R. (B.) microplus com os
acaricidas disponiveis ndo depende do grau de instrucdo. As propriedades leiteiras
com alto nivel de tecnologia tém nove vezes mais chances de ter dificuldade para o
controle, do que aqueles que possuem instalacoes de tipo galpdo. Os proprietarios
gue aplicam os carrapaticidas em numero equivalente ou maior a quatro vezes por
ano, tem 6.42 vezes mais chances de apresentar resisténcia dentro da sua

propriedade e, 7.46 vezes mais chances de ter dificuldade para o controle do que



aqueles que fazem menos de quatro aplica¢cdes por ano. A maioria dos proprietarios
ndo mostram um controle estratégico. Os dois componentes majoritarios do Oleo
essencial de Cuminum cyminum L. foram o cuminaldeido e o y-terpineno. Nos 6leos
fixos foram o 4cido linoleico e oleico. O 0leo essencial mostrou alta eficacia acaricida
(100%) sobre R. (B.) microplus. Os 6leos fixos de Bertholletia excelsa e Heliantus
annuus L. causaram baixa eficacia acaricida (39.39% e 58.75% respetivamente), nao
obstante apresentaram maior eficacia que os sintéticos: amidina e o piretroide. Em
relacdo aos acaricidas, somente a associacdo mostrou alta eficacia (100%). Conclui-
se que h& necessidade de obter novas medidas de manejo capazes de reduzir e
controlar infestagbes e prolongar a vida util dos carrapaticidas, assim também
providenciar informacdes para aconselhar os produtores sobre as falhas no manejo e
fatores de risco nas propriedades e que o 6leo essencial mostrou potencial para ser
usado como fonte alternativa no controle, no entanto, estudos adicionais s&o

necessarios.

Palavras-chave: Oleos; propriedades leiteiras; fatores de risco; carrapaticidas;

produtores.



Abstract:

VILLARREAL, J. P. V. Data collection survey about the presence and control of
Rhipicephalus (Boophilus) microplus in the southern region of Rio Grande do
Sul and evaluation of the efficacy of phytotherapy alternatives for controlling in
vitro. 2017. 104f. Thesis (PhD Degree em Parasitologia) — Programa de Pds-
Graduacao em Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

The direct and indirect effects caused by the tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
have a high economic impact on livestock. The resistance to synthetic acaricides is
mainly due to the operational factor, without having a knowledge about the biology,
ecology and epidemiology of this tick and this has given rise to serious problems within
cattle production. Plant-based oils and extracts have been gaining ground as
alternative control methods for this tick specie. In this context, the aim of this study was
to know the perception of dairy cattle producers about R. (B.) microplus and its control
in the dairy farm and to identify the main chemical components of one essential oil anf
two fixed oils and to evaluate their acaricidal affects in vitro. A gquestionnaire was
applied in 30 dairy farms of five municipalities of Rio Grande do Sul. The data was
tabulated and analyzed using the software Epi Info v.7. The associations between the
variables were performed using the Fischer's test (p<0.05) and analyzed by the logistic
regression model. Regarding the phytotherapic alternatives, the identification of the
main components of the three oils was perform through gas-chromatography analyses.
The oils and three synthetic acaricides (amidine, pyrethroid and an association of a
pyrethroid and an organophosphate) were tested using the Adult Immersion Test. The
results revealed that the difficulty to control R. (B.) microplus with the available
acaricides do not depend on the education levels. The dairy farms with higher level of
technification are nine times more likely to have difficult controlling ticks, than those
with shed type facilities. The producers that applied acaricides equal or more than four
times per year are 6.42 times more likely to have resistance inside their farm and 7.46
more likely to have difficult controlling them, than those that applied less than four times
per year. Most of the properties did not show a strategic control. The two main

chemicals components of the essential oil of Cuminum cyminum L. were the



cuminaldehyde and the y-terpinene. In the fixed oils, were the linoleic and oleic fatty
acids. The essential oil showed high acaricidal activity (100%) over R. (B.) microplus.
The fixed oils of Bertholletia excelsa and Heliantus annuus L. caused low acaricidal
activity (39.39% e 58.75% respectively), nevertheless, they presented higher efficacy
than the synthetic acaricides amidine and the pyrethroid. Regarding the acaricides,
only the association showed high efficacy (100%). It can be concluded, the necessity
to obtain new management measures able to reduced and control infestations as well
as to prolongate the useful life of the acaricides. Provide information to advise the
producers about the management failures and risk factors in the farms and that the
essential oil showed have potential to be used as an alternative source to control the

cattle tick, however, there is a need for additional studies.

Key-words: oils; dairy farms; risk factors; acaricides; producers.
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1. INTRODUCAO

Os efeitos diretos causados pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Canestrini, 1888) e os agentes da doenca tristeza parasitaria transmitidos
por ele, sdo de extrema importancia na saude dos bovinos, causando um grande
impacto econémico na pecuaria (JONGEJAN; UILENBERG, 2004). Estima-se uma
alta prevaléncia do carrapato no Brasil, onde areas com alta umidade relativa no solo
e temperatura elevada favorecem a sobrevivéncia das populacdes desse carrapato
(ESTRADA et al., 2006), apresentando trés a quatro geracdes anuais na regiao sul do
Brasil (CAMPOS et al., 2008), onde as perdas econémicas por ano sdo de 800 milhdes
a mais de trés bilndes de délares (GRISI et al., 2014).

Na regido sul do Brasil sabe-se que, na maioria das propriedades, o controle
do carrapato € realizado exclusivamente com o uso dos carrapaticidas sintéticos,
sobretudo com os principios ativos amitraz e cipermetrina, os quais foram os mais
utilizados na ultima década (SANTOS et al., 2012). O surgimento da resisténcia de R.
(B.) microplus aos carrapaticidas vem gerando sérios problemas na producdo de
bovinos, sendo uma tendéncia mundial. A causa principal ao desenvolvimento da
resisténcia a maioria dos carrapaticidas sintéticos estd associada a expressao dos
fatores intrinsecos ou bioldgicos relacionados com o carrapato como, mutacdes na
genética dando a producédo de alelos dominantes resistentes dentro das populacdes
e trocas enzimaticas no metabolismo (GUERRERO et al., 2001; FOIL et al., 2004),
esses fatores biologicos se devem ao fator operacional, relacionado com a acéo do
homem no controle do carrapato. O fenbmeno se apresenta devido a maioria dos
produtores usarem o produto quimico como Unica ferramenta para o controle desse
ectoparasito, sendo que muitas vezes € utilizado de uma maneira errénea, incluindo:
a utilizacdo excessiva de carrapaticidas sem conhecer a biologia, ecologia,
prevaléncia do carrapato e as falhas na deteccdo da resisténcia, entre outros
(RIDDLES et al., 1986; DENHOLM et al., 1992). No sul do Rio Grande do Sul, foram
descritos os fatores de risco para a sele¢céo de populagbes de carrapatos resistentes
em 85 propriedades de gado de corte (SANTOS et al., 2009). Em relacdo ao gado
leiteiro no Brasil se tém estudos epidemioldgicos completos (JUNIOR et al., 2000;
ROCHA et al., 2006; AMARAL et al., 2011; DAHER et al., 2012; UENO et al., 2012;
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ROCHA et al., 2012), no entanto, na regiao sul do Rio Grande do Sul ndo se tém
estudos em relacdo ao gado leiteiro.

A realizacdo de pesquisas tem sido impulsionada na tentativa de se obter
outras opcdes terapéuticas para resolver esse problema, como é o caso dos
compostos e produtos de origem botanica para o controle de R. (B.) microplus. Nesse
contexto, estudos demostram que 6leos e extratos vegetais vém ganhando espacgo
como um método de controle para R. (B.) microplus (CASTRO et al., 2011; CAMPOS
et al., 2012).

APEL et al. (2009), demostraram o poder acaricida sobre larvas de R. (B.)
microplus, quando testados 6leos essenciais de trés espécies do género Cuniluca
(Lamiaceae) mesma familia da planta Cuminum cyminum L. (cominho), familia
Apiaceae. Em outro estudo se demostrou o efeito acaricida do 6leo essencial do
cominho sobre as larvas de R. (B.) microplus (VELAZQUEZ et al., 2011), usando o
Teste de Pacote de Larvas (TPL) descrito por STONE e HAYDOC (1962). Nao se tem
estudos do poder acaricida do 6leo essencial do cominho sobre teledginas de R. (B.)
microplus. Estudos in vitro com diferentes extratos e 0Oleos de origem vegetal
demostram que, o 6leo de Bertholletia excelsa (castanha do Brasil) familia
Lecythidaceae, pode ser usado como farmaco, e que a castanha do Brasil apresenta
atividade tripanocida e bioatividade contra Plasmodium falciparum (KLUCZKOVSKI et
al., 2015; CAMPOS et al., 2005; SOUSA, 2013). A planta Flor de Helianthus annus L.
(girassol) familia Asteraceae, j4 foi citada com atividade antiprotozoéaria
(GRABENSTEINER et al., 2008). Estudos demostram a atividade antimicrobiana do
0leo da semente de girassol in vitro (ABOKI et al., 2012; TABASSUM; VIDYASAGAR,
2014). Entretanto, ndo se tem relatos de estudos testando esses dois ultimos 6leos

contra R. (B.) microplus.

Diante do exposto, € importante estudar a epidemiologia e os fatores de risco
associados a resisténcia aos acaricidas e ao controle do carrapato dentro das
propriedades. Estabelecer um diagndstico da resisténcia frente aos carrapaticidas
comerciais mais usados com o fim de conhecer a situagéo atual na regido sul do Rio
Grande do Sul através de testes in vitro e avaliagdo de novas alternativas fitoterapicas

para permitir a reducao da utilizacdo dos carrapaticidas organosintéticos no controle
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de R. (B.) microplus. Com isso espera-se reduzir os problemas econdmicos, sociais,

ecoldgicos e ambientais na utilizacdo destes produtos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o nivel de conhecimento dos produtores de gado de leite da regido sul
do Rio Grande do Sul quanto a presenca de R. (B.) microplus, controle, tipos de
tratamento, fatores de risco, resisténcia e identificar os componentes majoritarios de
um Oleo essencial e de dois Oleos fixos avaliando suas atividades acaricidas,

comparados a trés carrapaticidas sintéticos utilizados no controle do carrapato.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a visdo dos produtores sobre a presenca e o controle de R. (B.) microplus
com os acaricidas, nas propriedades leiteiras de cinco municipios da regido sul do Rio
Grande do Sul.

- Verificar os fatores de risco que favorecem a presenca de cepas resistentes de R.
(B.) microplus nas propriedades leiteiras.

- Identificar os componentes majoritarios do 6leo essencial de Cuminum cyminum L.
(cominho), dos 6leos fixos de Bertholletia excelsa (castanha do Brasil) e de Helianthus

annuus L. (semente de girassol).

- Avaliar a eficacia do 6leo essencial de C. cyminum L. e dos 6leos fixos de B. excelsa
e de H. annuus L. frente a teledginas de R. (B.) microplus e seus parametros

reprodutivos in vitro.

- Avaliar a eficacia de acaricidas comerciais, frente a teledginas de R. (B.) microplus

e seus parametros reprodutivos in vitro.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)

Existem cerca de 896 diferentes espécies de carrapatos no mundo, divididas
em trés grandes familias: Argasidae, Ixodidae e Nuttalliellidae, a familia Ixodidae
compreende 702 espécies dividas em 14 géneros (GUGLIELMONE et al., 2010), no
Brasil sdo conhecidas cerca de 65 espécies de ixodes, 34 delas (54%) registradas no
estado de Rondbnia (MARTINS et al., 2014). Entre essas espécies encontra-se a
espécie; Rhipicephalus (Boophilus) microplus, como a mais predominante e prejudicial
para a pecuaria bovina (CASTRO, 1997; MASSARD; FONSECA, 2004).

A espécie do carrapato R. (B.) microplus, mais conhecida no Brasil como o
carrapato do boi, pertence ao reino Metazoa; filo Arthropoda; classe Arachnida;
subclasse Acari; superordem Parasitiformes; ordem Ixodida; superfamilia Ixodoidea;
familia Ixodidae; subfamilia Rhipicephalinae; género Rhipicephalus e mediante
analises filogenéticas ao subgénero Boophilus (MURRELL; BARKER, 2003).

Com respeito a morfologia de R. (B.) microplus, apresenta dimorfismo sexual,
0os machos com 1,5 a 2,5 mm de comprimento, as fémeas sem ingurgitar de 1,9 a 2.5
mm e ja ingurgitadas até 13 mm de comprimento (PEREIRA et al., 2008). Apresenta
as pecas bucais curtas, com o hipostémio mais longo que os palpos, dois espiraculos
respiratérios circulares, escudo ndo ornamentado, sem festfes, coxa | com duas
projecOes triangulares, o0 macho apresenta dois pares de placas adanais longas,
apéndice caudal e o escudo comprido, no idiossoma os adultos apresentam quatro
pares de patas, no entanto as larvas apresentam trés pares de patas (ARAGAO;
FONSECA, 1961; PEREIRA et al., 2008).

Este carrapato teve sua origem na Asia (ROCHA, 2003), espalhando-se pelo
continente americano, adaptando-se a paises onde as condi¢cBes abidticas como: a
temperatura, o fotoperiodo e a umidade favorecem a sua sobrevivéncia. Na América
do Sul, R. (B.) microplus possui maior ocorréncia na regiao tropical e subtropical
(EVANS; GUGLIELMONE, 2000). Distribuisse-se no paralelo 32°Norte e 32°Sul, pela
mesoameérica, sul do Brasil, no meio do Uruguai e da Argentina, e no Sul da Australia
(ESTRADA-PENA et al., 2006), também se apresenta no paralelo 35°Sul (NUNES et
al., 1982).
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Estima-se uma alta prevaléncia no Brasil, onde areas com alta umidade relativa
no solo e de temperatura elevada favorecem a sobrevivéncia das populacdes do
carrapato (ESTRADA-PENA et al., 2006), apresentando de trés a quatro geracdes
anuais na regiao sul do Brasil (CAMPOS et al., 2008). O primeiro relato da existéncia
do carrapato no Rio Grande do Sul se apresenta no inicio da Revolu¢ao Farroupilha
em 1835 (SILVA, 2010). R. (B.) microplus apresenta maior predilecdo aos bovinos,
sendo o gado Bos taurus mais susceptivel que o Bos Indicus (KASHINO et al., 2005),
o homem e outros animais domésticos ou ndo, podem também ser hospedeiros como
Sao 0s equinos, ovinos, caprinos, caes, veados e bubalinos entre outros (CFSPH,
2007), em épocas de grandes infestac6es nas pastagens (GONZALES, 1974), mas
nesses animais poucos carrapatos atingem o estadio de fémea ingurgitada (PEREIRA
et al., 2008).

No seu ciclo de vida, o carrapato apresenta um ciclo mondxenico (um
hospedeiro s6), com duas fases, uma fase de vida livre e outra parasitaria
(GONZALES, 1974). Na fase parasitaria, aproximadamente s6é 5% da populacéo
encontra-se parasitando, sem uma distribuicdo uniforme entre os hospedeiros
(WHARTON et al.,, 1970). Uma vez que a larva de R. (B.) microplus infesta o
hospedeiro usando suas pesas bucais para se fixar na epiderme ocorre a formacéo
do cone de cimento, se alimentado s6 de plasma (CASTRO; PEREIRA, 1946). As
regides anatbmicas mais comuns de parasitismo sdo: o perineo, a insercéo da cauda,
a face posterior das coxas, a barbela, o Ubere, a regido inguinal, o abdome ventral, e
menos comum o pavilhdo auricular e o pescoco, isto devido a espessura da pele, a
temperatura e a autolimpeza realizada pelo bovino (PEREIRA et al., 2008; PALMER
et al.,, 1976; BRUM et al., 1987).

Depois de aproximadamente sete dias, a larva muda para o estadio de ninfa,
no qual ja comeca o repasto sanguineo, perto do local da primeira fixacdo (SEIFERT
et al., 1968). Apds 16 dias a ninfa muda para o estadio adulto. Para tornar-se apto
para a copula, o macho necessita da ingestao do sangue. O acasalamento do macho
e da fémea ocorre aproximadamente no 17° dia apos a infestacdo. Ja efetuada a
copula, afémea comecga a sua segunda fase do ingurgitamento, horas antes da queda,
a fémea pode ingerir até 3ml de sangue (HORN, 1983; FURLONG, 1993; GONZALES,

1974). O dia modal de queda das fémeas ingurgitadas € no dia 21 apos a infestacao
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(GONZALES, 1974). Uma vez no solo a teledgina (fémea ingurgitada) passa pelo
periodo de pré-postura, que é de dois a trés dias, até a postura do primeiro ovo, nesse
periodo ocorre o desenvolvimento, producdo e maturacdo dos ovos. No periodo de
postura (17 dias aproximadamente), a teledgina pode produzir de 2.000 a mais de
3.000 ovos aproximadamente (GONZALES, 1974; FURLONG, 1993). O tempo de
ecloséo dos ovos é de cinco a dez dias. As larvas tornam-se infectantes de quatro a
20 dias apos a eclosdo. Os parametros da fase de vida livre vdo depender das
condicbes abidticas do ambiente (temperatura e umidade) e nessa fase encontra-se
95% da populacdo do parasito. Apenas cinco por cento encontra-se sobre o0s
hospedeiros, esta informacdo é muito importante para o estabelecimento de
estratégias de controle (GONZALES, 1974).

Os efeitos diretos causados pela espécie de carrapato R. (B.) microplus nos
bovinos ou nos rebanhos brasileiros, sdo: a perda na performance (26 milhdes de
arrobas de carne), a reducédo na producéo lactea, deixando de produzir quatro bilhdes
de litros por ano (MARTINEZ et al., 2004), também ocorrem perdas pela baixa taxa
de fertilidade e natalidade, a anemia, o efeito negativo sobre o couro do animal e a
facilitacdo na ocorréncia de miiase (HORN, 1983). Um dos principais efeitos indiretos
do carrapato é atuar como vetor dos agentes da doenca Tristeza Parasitaria Bovina,
complexo que apresenta um alta mortalidade e morbilidade no gado que séo a
Babesia spp. e as rickettsias do género Anaplasma sp. (VERISSIMO, 1993; PEREIRA
et al., 2008; ANDREOTTI; KOLLER, 2012).

Ambos os efeitos, diretos e indiretos; sdo de extrema importancia na saude
animal, em especial nos bovinos, causando um grande impacto econémico na
pecuaria (JONGEJAN; ULIENBERG, 2004). Além dos gastos pelo uso de
carrapaticidas sintéticos e com a mao de obra, hd também gastos com equipamentos
e instalacdes utilizados no controle (GOMES, 2000) originando perdas econémicas
totais por ano que vao de 800 milhdes a mais de tres bilhdes de ddlares no Brasil
(GRISI et al., 2014), podendo chegar a 7 bilhdes de dolares se incluidas a América
Central e América do Sul (FAO, 2004).
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3.2. Acaricidas sintéticos e resisténcia de R. (B.) microplus

O primeiro relato sobre a resisténcia aos acaricidas de uso sistemético no
controle do carrapato ocorreu na Austrélia, com o arsénico, no ano de 1937 (GEORGE
et al., 2008). No Rio Grande do Sul o primeiro relato de resisténcia ao arsénico foi na
década de 50 (FREIRE, 1953). Apdés na década de 40, foram desenvolvidos os
organoclorados (GEORGE et al., 2008), atuando no sistema nervoso central do
carrapato (MERLINI; YAMAMURA, 1999), e ja no ano de 1952 se tem o primeiro relato
de resisténcia ao Hexacloro Ciclo Hexano no Rio Grande do Sul, Brasil (FREIRE,
1953). Meados dos anos 50, os organofosforados substituiram aos organoclorados
(GEORGE et al., 2008), inibindo a acdo da enzima acetilcolinestarase (MERLINI,;
YAMAMURA, 1999), sendo o primeiro relato da resisténcia no Rio Grande do Sul, e
primeira da América do Sul, em 1963 (WARTHON; ROULSTON, 1975).

O uso do grupo das amidinas ou imidinas surgiu em meados dos anos 70
(GEORGE et al., 2008; ANDREOTTI; KOLLER, 2012), e sua acédo esta relacionada
com a inibicdo enzimatica (George et al., 2008). A resisténcia as amidinas foi descrita
por primeira vez por SOUZA (1979) e por NOLAN (1994), ambos ao amitraz no Rio
Grande do Sul. A regido sul do Rio Grande do Sul apresenta falhas de manejo dos
acaricidas, detectadas na maioria das propriedades, assim como um aumento do uso
de produtos a base de amitraz, o que favoreceu a selecdo de carrapatos resistentes
a essas moléculas (FARIAS et al., 2008).

No ano de 1977, surgiram os piretroides (GEORGE et al., 2008) agindo no
sistema nervoso central do carrapato, e no Rio Grande do Sul o primeiro registro da
resisténcia aos piretroides foi por LARANJA et al. (1989). Em outro estudo se
avaliaram trés grupos quimicos, amidinas, piretréides sintéticos e organofosforados
em onze regides pecuarias do estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, e os trés grupos
quimicos testados apresentaram uma reduzida eficacia (GOMES et al. 2011). Em
relacdo a resisténcia dos carrapaticidas presentes no mercado brasileiro, se tém
relatos sobre a resisténcia e 0s possiveis fatores que causam o desenvolvimento da
mesma, em um estudo feito no Rio Grande do Sul avaliou-se a susceptibilidade in
vitro de dois grupos quimicos; os piretrdides e as amidinas, carrapaticidas mais

comumente usados, sendo que ambos apresentaram uma baixa eficacia, devido ao
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desenvolvimento da resisténcia genética pelo uso indiscriminado dos carrapaticidas
no campo (CAMILLO et al., 2009).

Na regido sul do Rio Grande do Sul sabe-se que, na maioria das propriedades,
ainda o controle do carrapato é feito exclusivamente com o uso dos carrapaticidas
sintéticos, sobretudo com os principios ativos amidina (amitraz) e piretroide

(cipermetrina), sendo os mais utilizados na ultima década (SANTOS et al., 2012).

As lactonas macrociclicas surgiram no inicio da década de 80. O mecanismo
de acdo delas € bloguear os impulsos nervosos (MARTIN et al., 2012). No Rio Grande
do Sul, ocorre a presenca de resisténcia cruzada por populacdes de R. (B.) microplus
as lactonas macrocicilicas, especificamente ao grupo quimico da avermectina
(MARTINS; FURLONG, 2001).

O fipronil que chegou ao mercado nos anos 90 tem acéo paralisante atuando
no sistema nervoso central, os primeiros relatos de resisténcia parcial foram feitos em
Santa Catarina (SOUZA, et al., 2014) e em S&o Paulo (CASTRO-JANER et al., 2010).
O unico relato de eficacia de um produto contendo thialozina em associacdo com um
piretréide foi de 61.2% (FURLONG et al., 2007). O fluazuron inibe a sinteses da quitina
no carrapato atuando como um inibidor do crescimento (ANDREOTTI; KOLLER,
2012), além de causar efeitos deletérios na eclosdo dos ovos e nos parametros
reprodutivos em associacdo com a abamectina (CRUZ et al., 2014).

O surgimento da resisténcia de R. (B.) microplus aos carrapaticidas vem
gerando sérios problemas na producado de bovinos, sendo uma tendéncia mundial. A
causa principal ao desenvolvimento da resisténcia a maioria dos carrapaticidas
sintéticos esta associada a expressdo dos fatores intrinsecos ou biologicos,
relacionados com o carrapato, como as mutacdes na genética, resultando na
producdo de alelos dominantes resistentes (modificagdo na regido nucleotidica
codificante) dentro das populagbes de R. (B.) microplus, causando uma
insensibilidade no sitio de acdo do acaricida, assim como trocas enzimaticas e um
incremento na sobrexpressdo e especificidade das enzimas responsaveis pelo
metabolismo do acaricida, cabe se destacar as enzimas do complexo Citocromo P450,
as estereases e as glutationa-S-transferases (GUERRERO et al., 2001; FOIL et al.,
2004; ANDREOTTI; KOLLER, 2012; PEREIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2015; LI
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et al., 2007). O fator operacional (pressdo de selecao), relacionado com a acgéo do
homem no controle do carrapato, fenbmeno preocupante, que se apresenta devido a
maioria dos produtores usarem o produto quimico como Unica ferramenta para o
controle de uma maneira errbnea, como: tratar o gado em épocas do ano quando a
populacdo de larvas no ambiente ndo € pequena, uso de carrapaticidas de baixa
qualidade com concentracdes incorretas, subdosagem, superdosagem, uso de
carrapaticida de longa acdo com curva subletal prolongada, o uso frequente ou
excessivo do carrapaticida sem conhecer a biologia, ecologia e prevaléncia do
carrapato e 0o mais importante as falhas na deteccdo da resisténcia (RIDDLES;
NOLAN, 1986; DENHOLM; ROWLAND, 1992; FAO, 2004). Assim, a escolha de um
produto comercial de menor eficacia pode acelerar a selecdo de populacdes

de R. (B.) microplus resistentes.

Estima-se que 0s custos e o tempo na descoberta, na pesquisa € no
desenvolvimento de um novo farmaco sintético na industria da satude animal, sdo
entre 100 a 200 milhdes de doblares e cerca de 12 anos (HENNESY, 1997). As
principais razdes pelas quais o controle baseado exclusivamente no uso de produtos
quimicos ndo é sustentavel sdo: o rapido desenvolvimento da resisténcia aos
compostos quimicos pelas populacbes de carrapatos, sendo que uma vez que ha
resisténcia torna-se um recurso ndo renovavel, os custos diretos e indiretos
associados no seu controle, a dificuldade na obtencao de novos acaricidas, devido ha
gue para serem registrados devem ter pelo menos 95% de indice de eficacia segundo
o Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA) e pela presenca de residuos
quimicos na carne e no leite. Sendo assim, ha a necessidade de integracdo de
ferramentas e estratégias ndo quimicas para o controle de R. (B.) microplus, com a
finalidade de procurar uma reducéo global no grau de exposi¢éo de produtos quimicos
ou agrotoxicos (carrapaticidas e pesticidas) nas populacdes de bovinos, nos
aplicadores e no meio ambiente (STRONG, 1993; KUNZ; KEMP, 1994; FRISH, 1999;
BENAVIDES, 2001; ANDREOTTI; KOLLER, 2012). Deste modo, 0 monitoramento em
situacdes regionais é fundamental para a avaliagdo da situacdo da resisténcia
(ANDREOTTI, 2010).



30
3.3. Diagnéstico daresisténcia

A resisténcia de R. (B.) microplus, se apresenta ha maioria dos acaricidas
quimicos de uso comum para o controle (HIGA et al., 2015). Um dos maiores
problemas no Brasil sdo as falhas na detec¢cédo da resisténcia, o que ocasiona uma
presséao de selecdo nas populacdes, além de ndo ter contato ainda com os acaricidas,
sendo um problema irreversivel (FURLONG; SALES 2007).

O diagnostico da resisténcia dentro da propriedade, seja de gado de leite ou de
corte é de muita importancia para a identificagdo do problema, assim também para
elaborar estratégias e propostas de acdo para o controle da situacdo da resisténcia,
prevenir a disseminacdo de carrapatos resistentes e economizar fundos. Para
preservar a eficacia de um acaricida € recomendada a utilizacdo de testes de
diagnostico, a sua recomendacdo é a utilizacdo desses antes da aplicagdo dos
acaricidas dentro da propriedade e que seja capaz de detectar o problema em um
estagio primario do seu desenvolvimento. As importantes caracteristicas dos testes in
vitro para a deteccdo da resisténcia, é que sdo de facil execucdo e econémicos
(PEREIRA et al., 2008; FAO, 2004; OLIVEIRA et al., 2015; RAYNAL et al., 2015).

Na atualidade existem dois tipos de testes ou bioensaios: testes in vitro
(avaliando as fases de vida livre) e os testes in vivo (avaliando as fases de vida
parasitaria). H4 escassos trabalhos sobre testes in vivo em carrapaticidas. Os testes
in vitro mais utilizados séo de trés tipos: o Teste de Imersao de Adultas (TIA) avaliando
a mortalidade das teledginas proximas a ovipostura, a taxa de ovipostura, a
porcentagem de eclodibilidade das larvas e o indice de eficacia do acaricida sobre a
populacdo testada, mediante a imersdo das teledginas na diluicdo comercial do
acaricida a ser testado (DRUMMOND et al., 1973).

O teste de Pacote de Larvas (TPL) descrito por STONE e HAYDOC (1962),
avaliando a porcentagem de mortalidade das larvas ap6s 24 horas, com o uso de um
papel filtro embebido com a diluicdo do carrapaticida a ser testado, € uma técnica
patrdo reconhecida pela Food and Agriculture Organization (FAO) e, por ultimo o
Teste de Imersdo de Larvas (TIL) descrito por SHAW (1966) avaliando também a
porcentagem de mortalidade das larvas apos 24 horas, com a diferenca de que as

larvas sdo imersas por 5 minutos na solucdo do acaricida comercial e sao
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posteriormente transferidas para um papel filtro para sua incubacgéo, esse teste é
usado para acaricidas sistémicos como as lactonas macrociclicas. Existe também o
diagnéstico molecular, no qual se identificam mutacbes nos alelos (distingéao
genotipica da resisténcia) entre populacdes de carrapatos. Um dos maiores
problemas no Brasil, é o desconhecimento desses testes por parte dos produtores e
mesmo os médicos veterinarios (DENHOLM et al., 1992).

3.4. Fatores derisco para a selecao da resisténcia em R. (B.) microplus

A informacao técnica permite aos produtores a utilizacdo de medidas de manejo
capazes de reduzir a infestacao de carrapato. Os principais fatores que proporcionam
a aparicdo da resisténcia sao: o manejo, com falhas na diluicdo, na aplicacdo, na
conservacao e nos intervalos da aplicacéo do carrapaticida, levando a concentracées
nao letais para as populacdes de R. (B.) microplus.

Em um levantamento sobre o controle do R. (B.) microplus realizado em 85
propriedades de gado de corte em sete municipios no Rio Grande do Sul, observou-
se que os fatores de risco para a selecdo de populacdes resistentes aos acaricidas
sdo: o nivel de escolaridade até o ensino fundamental e o nimero de aplicacdes de
carrapaticidas igual ou maior que quatro vezes ao ano (SANTOS et al., 2009).

Em outro estudo foi avaliada a percepcdo de 25 produtores de leite no
Municipio de Passos, Mato Grosso, conclui-se que os produtores ndo demostram ter
um conhecimento sobre a biologia do carrapato e sobre 0s riscos toxicologicos dos
carrapaticidas, além de realizar o controle sem critérios e com alta frequéncia do uso
do carrapaticida, baseando-se na avaliacdo subjetiva da infestacdo nos animais
(ROCHA et al., 2006). Em cinco propriedades leiteiras em Sao Paulo, foi avaliada a
resisténcia ao amitraz, ao piretréide e a associacao de piretréide com organofosforado
e 0s métodos de controle pelos proprietarios, todas as propriedades mostraram baixos
indices de eficacia, os fatores de risco associados a presenca da resisténcia foram
gque em todas as propriedades criavam gado Holandés (Bos taurus) sensivel as
infestacdes, que as infestacdes se apresentaram no verao, que todas apresentaram
rotacao das pastagens sem os 60 dias de descanso estabelecidos, e que o critério de
aplicacdo do carrapaticida na maioria das propriedades era sO em presenca de
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infestacBes nos animais, nenhum dos proprietarios tinha conhecimento do teste de
TIA para o diagnéstico da resisténcia (UENO et al., 2012).

Na regido sul do Rio Grande do Sul avaliou-se a situacdo da resisténcia,
mediante a obtencdo de dados de anamnese sobre o controle do carrapato em 39
propriedades, observou-se que principalmente o controle sendo feito pela aplicacao
de carrapaticidas quando os animais aparecem infestados, ndo é feito nenhum
controle estratégico nas propriedades. Das propriedades com cepas resistentes 80%
utiliza aspersdo e o 100% usa pour-on, indicando que esses métodos de aplicacédo
apresentam falhas humanas principalmente na subdose do produto, em 100% das
propriedades onde se usa uma concentragdo maior a recomendada o carrapato
apresentou resisténcia. Nas 39 propriedades as principais falhas detectadas foram:
nos banhos estratégicos a intervalos regulares, sendo que s6 banham quando
apresentam altas infestacbes, o0 uso de carrapaticidas em concentragbes
inadequadas, aplicacdes frequentes de piretroides para o controle de Haematobia
irritans, e as aplicagdes pour-on inferiores ao recomendado para diminuir oS custos
(FARIAS, 1999).

Em um estudo feito em Yucatan, México, conclui-se que os fatores de risco
para populacdes resistentes aos organofosforados e piretréides sdo: o niumero de
aplicagdes por ano = seis, e 0 uso de um programa de controle do carrapato (lactonas
macrociclicas e queima das pastagens) diferente as normas de programas
recomendados (VIVAS et al., 2006). Um estudo mostrou que a idade e a genética sao
importantes fatores de risco na infestacdo de R. (B.) microplus nas bezerras, sendo
gue 0s animais entre o terceiro e sexto més de idade apresentaram maior
suscetibilidade, e que as bezerras Bos taurus foram mais infestadas do que as Bos
indicus (SILVA et al., 2015). Em Nova Caledoénia, os fatores de risco relacionados a
resisténcia foram: a localizacdo geografica, sendo o mais importante, 0 método de
aplicacdo do carrapaticida, sendo que o método de aspersdo mecanica induziu uma
maior resisténcia seguida da aspersdo manual e os intervalos de aplicacdo com
respeito ao tempo, sendo pelos critérios de aplicacdo do proprietario (BIANCHI et al.,
2003). Na regiao sul de Minas Gerais, os fatores associados a resisténcia, em base
as informacdes socio-econdmico-culturais, produtivas e de manejo de acaricidas em
105 propriedades de leite, foram: o aumento do nivel tecnoldgico da propriedade,

percebido pelo manejo, a produtividade e escolaridade superior do produtor, ja que
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permitiu maior chance de ocorréncia de resisténcia, pela preocupacéo do rebanho que
acaba em um excesso de aplicacéo de acaricidas (alta frequéncia de aplicagcéo anual)
e por ultimo o uso de acaricidas de longa duracéo, unida a falta de conhecimento
sobre qual produto é o mais indicado para combater a cepa da propriedade e a
ineficiéncia do banho carrapatacida, todas essas ocasionando graves situacdes de
resisténcia (DAHER et al., 2012).

Em Minas Gerais se avaliou o conhecimento de 93 produtores de leite sobre o
R. (B.) microplus e o controle do mesmo, os resultados mostram que os produtores
ndo tinham conhecimento sobre o0s testes de eficacia de carrapaticidas e do controle
do carrapato, a maioria dos produtores nada sabiam sobre o periodo ndo parasitério,
nem sobre a biologia do carrapato, para 96.4% dos produtores, o que determinava o
momento do tratamento era o grau de infestacao, 93.3% deles usavam bomba-costal
como método de aplicacao, e que a maioria dos produtores desconhece os fatores
que influenciam as escolhas do carrapaticida. Conclui-se que a escolaridade ndo esta

relacionada a um controle mais eficiente (AMARAL et al., 2011).

3.5. Extratos vegetais contra R. (B.) microplus

Durante as ultimas décadas o interesse do publico nas terapias naturais tem
aumentado nos paises industrializados. O Brasil € o pais com mais diversidade
genética vegetal no mundo, com mais de 55 mil espécies catalogadas de um total
estimado de entre 350 mil e 500 mil. Dessas 55 mil, 10 mil podem ser medicinais e
aromaticas (BARATA; QUEIROZ, 1995).

Os fitoterapicos apresentam importantes vantagens quando comparados com
0s carrapaticidas sintéticos, essas vantagens sao: a obtencdo a partir de recursos
renovaveis, rapidamente degradaveis, seletivos e de baixa fitotoxicidade, o que reduz
seu impacto a organismos benéficos, ao homem e ao ambiente, desenvolvimento
lento da resisténcia, sem residuos nos alimentos, de acao rapida e de facil acesso
(ROEL et al., 2001; CLOYD et al., 2004). Os inseticidas botanicos podem ser usados
dependendo do preparo como produto in natura (cru) em pd, extrato aquoso ou
alcéolico, 6leos essenciais, 6leos fixos, formulagdes concentradas comerciais e semi

comerciais, purificacdo e isolamento de compostos puros de extratos de plantas e
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moléculas modelos para novos agroquimicos (MOREIRA et al., 2007; MENEZES,
2005; CAMPOS et al., 2012).

Existem varios estudos com avaliacdo de 6leos essenciais e extratos de origem
vegetal contra larvas e teledginas de R. (B.) microplus (BORGES et al., 2011). Os
Oleos essenciais ou volateis e fixos sdo misturas de compostos organicos de baixo
peso molecular e se originam a partir dos metabolitos secundéarios de plantas
aromaticas. Os mono e sesquiterpenos, como os fenilpropandides sdo os principais
componentes dos Oleos essenciais, ja que conferem suas caracteristicas
organolépticas (CAMPOS et al., 2012; BIZZO et al., 2009).

CHUNGSAMARNYART e JIWAJINDA (1992) demonstraram o efeito acaricida
in vitro do o6leo essencial de Cymbopogon citratus e de Cymbopogon nardus
pertencentes a familia Poaceae, ambos diluidos em etanol, obtendo 100% de
mortalidade em tele6ginas em uma concentragéo de 1:2. Em outro estudo avaliaram-
se cinco extratos, dos quais o extrato da semente de Annona muricata L. familia
Annonaceae, mostrou o maior poder acaricida com indice de eficacia de 100%, e teve
uma reducédo de 100% na eclosédo das larvas (BROGLIO et al., 2009). A atividade
acaricida de diferentes concentracdes do 0Oleo essencial de Tetradenia riparia da
familia Lamiaceae, foi avaliada contra teledginas (parametros reprodutivos) e larvas
de R. (B.) microplus, observando-se uma correlacao positiva entre a concentracao do
Oleo essencial de T. riparia e o controle, ja que o forte poder acaricida e as taxas de
mortalidade foram dose dependente, apresentando-se como um candidato promissor
no controle de cepas resistentes (GAZMIN et al., 2011).

BROGLIO et al. (2010) mostraram o poder acaricida do extrato vegetal organico
de semente (hexano) e do 6leo emulsionavel de nim (Azadirachta indica) pertencentes
a familia Meliaceae a 2%, ocasionando a mortalidade das teledginas e interferindo na
reproducdo, mostrando ser uma alternativa. CHAGAS et al. (2002), estudou o efeito
acaricida de Oleos essenciais de trés espécies de Eucalipto, familia Myrtaceae; o 6leo
essencial de Eucalyptus citriodora mostrou 100% de mortalidade em uma
concentracdo media de 17.5%, Eucalyptus globulus a 15% e o Eucalyptus staigeriana
a 12.5%. APEL et al. (2009), mostraram efeitos de componentes essenciais e a
toxicidade de Oleos essenciais a partir de espécies do género Cunicula, familia
Lamiaceae contra larvas de R. (B.) microplus, com respeito a toxicidade: Cunicula

angustifdlia e Cunicula spicata foram as espécies com maior atividade acaricida
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matando a maioria das larvas, os componentes primordiais foram alfa-pineno e o beta-
pineno para Cunicula incana e para C. spicata foi o mentofurano. RIBEIRO et al.
(2008) mostraram a composicdo quimica e propriedades larvicidas do 6leo essencial
de Drimys brasiliensis, familia Winteracea, os compostos quimicos majoritarios foram
0s sesquiterpenos, seguido do cyclocolorenone. O 6leo apresentou uma mortalidade
de 100% nas larvas de R. (B.) microplus em uma concentracdo de 6.25 pl/ml.

LEBOUVIER et al. (2013) avaliaram a atividade acaricida de Oleos essenciais
de cinco coniferas em Nova Caledonia; dos cinco Oleos, o Oleo de Araucaria
columnaris, familia Araucariaceae e o Oleo de Neocallitropsis pancheri, familia
Cupressaceae, apresentaram poder acaricida efetivo contra teledginas de R. (B.)
microplus. No México VELAQUEZ et al. (2011), avaliaram o poder acaricida dos 6leos
essenciais de Cuminum cyminum L., Pimenta dioca e de Ocimum basilicum em seis
diferentes concentracdes (20%, 10%, 5%, 2.5% e 1.25%) contra larvas de R. (B.)
microplus, o 6leo essencial de C. cyminum L. apresentou mortalidades do 100% nas
cinco concentracdes e o 6leo de P. dioca teve os mesmos resultados, decrescendo
s6 na concentracdo de 1.25%. O componente majoritario para o 6leo de C. cyminum
L. foi o aldeido cuminico e para o 6leo de P. dioca foi o metileugenol.

SILVA et al. (2009), avaliaram diferentes concentracdes do hidrodestilado do
oleo de Piper aduncum familia Piperaceae, obtido a partir do extrato hexano cru,
contra larvas de R. (B.) microplus, a concentragdo de 0.1mg/mlt teve 100% de
mortalidade em larvas, sendo uma alternativa potencial para o controle. RIBEIRO et
al. (2010) estudaram o efeito acaricida do o6leo essencial da planta aromatica
Hesperozygis ringens familia Lamiaceae, contra teledginas (parametros reprodutivos)
e larvas de R. (B.) microplus, as concentracdo de 50 pl/ml e 25 pl/ml inibiram
significativamente a postura dos ovos, a concentracdo de 50 pl/ml inibiu a
eclodibilidade em um 95%. Nas larvas a CL99 foi de 0.260ul/ml, o componente
majoritario do 6leo foi a pulegona (86%), provavelmente responsavel da atividade do
0leo. FERNANDES E FREITAS (2007), estudaram a atividade acaricida da
oleorresina de Copaifera reticulata, familia Aesalpiniaceae, frente a larvas de R. (B.)
microplus, a CL99 da oleorresina foi de 3491 ppm, o uso da 6leo rresina de C.
reticulata para o controle de R. (B.) microplus esta em discusséo. A necessidade de
métodos mais seguros, menos agressivos ao homem e ao meio ambiente tem

estimulado a busca de novos produtos pesticidas a partir de extratos vegetais.
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Os acaricidas botanicos permitirdo a reducdo da utilizacado dos carrapaticidas
organosintéticos no controle de R. (B.) microplus e com isso espera-se reduzir ou
minimizar os problemas econémicos, sociais, ecoldgicos e ambientais com a utilizacao
destes produtos (CAMPOS et al., 2012).

3.6. Familia Apiaceae

Também conhecida como familia Umbelliferae, essa alberga um numero
aproximado de 3.780 espécies dentro de 434 géneros. Se encontra distribuida no
mundo todo, nas zonas temperadas. Inclui um vasto leque de importantes alimentos,
ervas aromaticas e com propriedades medicinais. No Brasil sdo relatados oito géneros
de Apiaceae albergando aproximadamente 100 espécies. Entre as espécies
cultivadas para a alimentacdo ou especiarias estdo: Anethum graveolens (endro),
Apium graveolens (aipo), Carum carvi (cominhos), Coriandrum sativum (coentro),
Cuminum cyminum L. (cominho), Daucus carota (cenoura), Foeniculum vulgare (erva-
doce), Pastinaca sativa (fla), Petroselinum crispum (salsa) e Pimpinella anisum (anis)
(ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2016). Essa familia € conhecida por apresentar
alguns Oleos essenciais na folha como os monoterpenos: limoneno e linalol
(HADARUGA et al., 2005), e as cumarinas (RIBERO; KAPLAN, 2002; RAZAVI et al.,
2008). O linalol € um composto fendlico que inibe o crescimento de bactérias e fungos,
funcionando como antisséptico (SIMOES; SPITZER, 2007). O limoneno desempenha
o papel de protecdo contra insetos nas plantas (VIEIRA et al., 2007). As cumarinas
estdo presentes em diferentes partes das plantas, tanto nas raizes como nas flores e
frutos e podem estar distribuidas em diferentes familias de angiospermas como na
Apiaceae (RIBEIRO; KAPLAN, 2002; KUSTER; ROCHA, 2007). Muitas cumarinas
possuem odores carateristicos, sendo utilizadas na industria de produtos de limpeza
e cosméticos (KUSTER; ROCHA, 2003), possuem propriedades antibioticas
(MICHAELI et al., 1970), analgésicas e bronco dilatadoras (LEAL et al., 2000), assim
também pode ser usada em tratamentos contra o cancer (THORNES et al., 1994),

embora sejam classificadas como substancias toxicas (KUSTER; ROCHA, 2003).
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3.6.1. Cyminum cuminum Linn. (cominho)

Cyminum cuminum Linn. (cominho) é uma planta herbacea aromatica anual, de
até 0,6m (2 pés) de altura, semeada na primavera, a fruta contem uma semente que
€ uma importante especiaria comercial, € a segunda mais popular no mundo. O
cominho teve sua origem na regido mediterranea, e 0s principais produtores de
cominho s&o a India, Turquia e Ird (LIM, 2014). E usado em varios lugares do mundo
para propositos culinarios, por seu distintivo aroma, propriedades medicinais e
terapéuticas no tratamento de doencas. Os beneficios medicinais sao atribuidos pelo
alto conteudo de componentes ativos como sdo: os terpenos, fenoles e flavonoides.
O método mais comum da obtencdo do O6leo essencial do cominho € por
hidrodestilacao e a destilacdo a vapor. O componente quimico majoritario do 6leo de
cominho é o monoterpeno hidrocarbonado aldeido cuminico e em menor quantidade
os sesquiterpenos. O 6leo de cominho apresenta bio-atividade medicinal pelo qual é
usado como antiinflamatério, diurético, carminativo e antiespasmaodico
(SOWBHAGYA, 2013).

A semente do cominho apresenta atividade antioxidante ja que contem
flavondide, apigenina e luteolina. O extrato aquoso exibe uma atividade antioxidante
forte, sendo benéfico como aditivo alimentar (SATYANARAYANA et al., 2004). Inibe
a inducdo de carcinomas gastrico de células escamosas (GAGANDEEP et al., 2003).
Reduz os niveis de glicose no sangue pela inibicdo da aldose redutase e da alfa-
glicosidase (LEE, 2005). O dleo essencial do cominho apresenta acdo antibacteriana
contra Klebsiella pneumoniae (DERAKSHAN et al., 2008). Atividade antifungica contra
Candida tropicalis e Trichophyton mentagophytes resistentes a fluconazole (RABADIA
et al., 2012) e atividade inseticida (YEOM et al., 2012). Cabe mencionar que o 6leo
essencial do cominho mostrou efeito acaricida sobre as larvas de R. (B.) microplus,
sendo 0s compostos majoritarios 0 cuminaldeido, y-terpineno e o 2-caren-10-al
(VELAZQUEZ et al., 2011).
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3.7. Familia Lecythidaceae

Pequena familia, encontrada na sua maioria nas regides tropicais, compreende
aproximadamente 400 espécies dentro de 25 géneros (MORI, 2007). E uma familia
pantropical com o maior grupo dominante de arvores. Nas Américas € encontrada
desde o México até o Paraguai e sul do Brasil (MORI; PRANCE, 1990; MORI, 2007,
MORI, 2006). No Brasil ha dez géneros e 120 espécies, e 45% dessas espécies sdo
endémicas, o estado de Amazonas apresenta mais de 75 espécies (SMITH et al.,
2015). Na regiao leste do pais essa familia, esta em risco de extincao (SMITH et al.,
2016). Essa familia possui arvores tropicais na América, de até 1.400 anos de idade
(espécimen Cariniana micrantha) (CHAMBERS et al., 1998). O extracto de cloroférmio
da Casca de tronco da espécie Gustavia elliptica (Lecythidaceae), mostrou atividade
contra Formas promastigotas de Leishmania braziliensis, no estudo fitoquimico

confirmou a composicao rica em terpenos e acidos graxos (Almeida et al., 2011).

3.7.1. Bertholletia excelsa (castanha do Brasil)

A castanheira é originaria da Amazobnia, e a Unica espécie desse género.
Encontra-se em regides tropicais de paises como: Guianas, Colébmbia, Venezuela,
Peru e Bolivia (WICKENS, 1995). Com limites climéticos de temperatura de 24-27°C
e uma umidade relativa anual de 79-86%. As arvores caducifélias podem chegar a ter
até 50m de altura e de 1 a 2m de diametro, folhas simples de até 35cm de
comprimento, seus frutos redondos de até 15cm de comprimento contendo de oito a
24 sementes (castanhas), o tempo de desenvolvimento das sementes é de até 15
meses (MORI; PRINCE, 1990) (WICKENS, 1995).

A castanha é considerada um produto com alto valor nutricional, ecoldgico,
social e econdbmico (SILVA et al., 2010). O nucleo da castanha possui 60 a 70%
lipideos, o radio de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados € de
25:41:34 respectivamente, 15 a 20% de proteina, sulfur, vitamina E e propriedades
antioxidantes (KLUCZKOVSKI, 2015; MARTINS et al.,, 2012). Uma castanha
incrementa a concentragdo de selénio e a atividade da glutationa peroxidase, tendo
propriedades antioxidantes (COMINETTI et al.,, 2012). Seu alto conteudo de beta-
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sitosterol pode servir como tratamento em pacientes com colesterol alto. O 6leo de
castanha tem uma alta proporgéo de acidos graxos insaturados 75.6%. Os altos niveis
de acido linoléico (39.3%) e linolénico (36.1%) lhe brindam caracteristicas
interessantes na dieta (CHUNHIENG et al., 2008). SANTOS et al. (2012),
apresentaram que o &cido oléico (36.21%) e o acido linoléico (37.53%) foram os
compostos em maior quantidade no 6leo. O 6leo da castanha do Brasil pode ser usado
como farmacéutico, em cosméticos, em alimentos e ajuda na prevencao de doencas
cardiacas e o cancer. (KLUCZKOVSKI et al., 2015).

A castanha do Brasil apresenta atividade tripanocida e bioatividade contra
Plasmodium falciparum (KLUCZKOVSKI et al., 2015; CAMPOS et al., 2005; SOUSA
et al., 2013). Cabe destacar que os componentes majoritarios do 6leo fixo sdo o acido
linoleico e o acido oleico (RYAN et al., 2006).

3.8. Familia Asteraceae

Também chamada de Compositae, apresenta aproximadamente 25.000
espécies de ervas, arbustos e arvores distribuidas em mais de 1.600 géneros, é a
maior familia de angioespermas (BREMER, 1994). No Brasil se tem 196 géneros com
1.900 espécies (BARROSO et al., 1991). Essa familia é importante pelo nimero de
plantas ornamentais de jardim, flores silvestres e ervas daninhas, outros membros da
familia tem importdncia econdmica em colheitas de alimentos, que podem ser
consumidos como vegetais e sementes comestiveis como sdo as sementes de
Helianthus annus L. (girassol), usadas na producdo de Oleo de cozinha
(ENCICLOPEDIA BRITANNICA, 2016). Os extratos hexanicos das caules e folhas de
Calea serrata (Asteraceae) mostraram poder acaricida sobre ovos e larvas de R. (B.)
microplus, o que pode ser atribuido aos cromenos encontrados na planta,

especialmente do precoceno Il (RIBEIRO et al., 2008).
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3.8.1. Helianthus annus L. (semente de girassol)

E uma dicotiledénea anual, é nativa das Américas, tendo sua origem no centro
do México (LENTZ et al., 2008). O género deriva do grego helios que significa sol e
de anthus que significa flor (CAVASIN-JUNIOR, 2001). Prefere temperaturas
moderadas e cresce em regifes semiaridas, com temperaturas entre 17-33°C, e em
areas com sol (LIM, 2014). As sementes, pétalas da flor, e o peciolo das folhas sao
comestiveis (ROBERTS, 2000). Erva anual ereta de 100 a 300cm de altura (LIM,
2014), o girassol é a quarta oleaginosa mais consumida no mundo, ja que as sementes
sédo ricas em Oleo e devido ao aproveitamento econdmico, sdo fonte proteica também
para racao animal e uso humano (CASTRO et al., 1997; SMIDERLE, 2000).

O Brasil tem 70 mil hectares cultivadas, sendo os estados de Mato Grosso,
Goias e Rio Grande do Sul os maiores produtores do Brasil (90% da producéo
nacional). O sul produz 20.05% da producéo nacional e o Rio Grande do Sul planta
96.34% deste total, o Brasil ocupa a 272 posicdo dos maiores produtores de 6leo
(CONAB, 2009). O seu principal uso é o 6leo produzido (CARRAO-PANAZZI;
MANDARINO, 2005), mas além do 6leo se tem pequenas industrias no Brasil
processando a oleaginosa para outros fins como a producao de biodiesel (SILVA et
al., 2008). O fruto de girassol tem 24% de proteinas e 47.3% de 6leo (LEITE et al.,
2005), o oleo é rico em &cidos graxos poli-instarudos essenciais, com alto teor de
acido linoléico (70-80%) e elevado teor de acido oléico (80-90%), constituindo 90%
total de acidos graxos presentes no 6leo de girassol, também apresenta acidos graxos
saturados (11.6%) (OLIVEIRA; VIERA, 2004; MANDARINO, 1992; CASTRO et al.,
1997). Em menor propor¢do os compostos insaponificaveis importantes para a
estabilidade do 6leo que se destacam sao: tocoferdis ou vitamina E, os esterdis, as
lectinas e os beta-carotenos (MANDARINO, 1992).

Dentre suas fung¢Bes encontra-se: o alto nivel nutricional, como produto
farmacéutico atuando como anti-inflamatorio e redutor de colesterol prevenindo
doencas cardiovasculares, ja que a ingestdo de dietas ricas em &cidos graxos poli-
insaturados ocasiona um aumento das lipoproteinas de alta densidade (HDL), o que

leva a uma reducédo do colesterol plasmatico, o eicosapentandico derivado do acido
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linolénico ajuda na inibicdo da aterogénese e consequentemente da trombogénese
(MANDARINO, 1992; OLIVEIRA; VIERA, 2004; MENSINK, 2003).

Oleo de girassol contendo y-tocoferol serve como antioxidante. Uma proteina
de transferéncia de lipideos (Ha-AP10) isolada a partir de sementes de girassol em
germinacdo apresentou uma forte atividade antimicrobiana e um efeito inibitério
minimo contra Alternaria alternata (GONORAZKY et al., 2005). Estudos demostram a
atividade antimicrobiana in vitro do 6leo da semente de girassol (ABOKI et al., 2012;
TABASSUM; VIDYASAGAR, 2014), assim como, tem propriedades diuréticas e
expectorantes e tem sido usada como tratamento nas infecgbes do sistema ou
aparelho respiratério superior (LIM, 2014). Os componentes majoritarios do 6leo sao
o acido linoleico e o acido oleico (MANDARINO, 1992).

Com base no que foi anteriormente descrito, é importante contribuir com novas
alternativas terapéuticas junto aos acaricidas tradicionais, diminuindo os efeitos
nocivos sobre o ambiente, pecuéria, consumidores e proprietarios, sendo que estes
podem ser altamente produzidos no Brasil e em paises proximos ao estado do Rio

Grande do Sul, devido a alta viabilidade destas plantas.
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RESUMO. - A espécie do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, € um dos principais problemas
econdmicos na pecuaria bovina. O surgimento da resisténcia aos carrapaticidas, deve-se principalmente ao fator
operacional, sem ter um conhecimento sobre a biologia, ecologia e epidemiologia do carrapato. No Rio Grande do
Sul (RS) os dados epidemioldgicos sdo escassos e ndo atualizados, além ndo ha dados, sobre a percepcdo de
produtores de leite, quanto a presenca e controle do R. (B.) microplus. O presente estudo teve como objetivo
realizar o primeiro questionamento abordando a percepc¢éo dos produtores de gado de leite sobre R. (B.) microplus
e o controle em suas propriedades, com o fim de conhecer e obter informacéo sobre os fatores de risco que podem
estar relacionados na presenca e selecdo de populacOes resistentes na regido sul do RS. Foi aplicado um
questionario em uma amostra de 30 propriedades leiteiras selecionadas de forma aleatoria sistematica, distribuidas
de maneira proporcional de cinco municipios da regido sudeste do RS. Os dados foram tabulados e analisados
através do programa Epi Info v.7, com uma prevaléncia estimada de 50% e um intervalo de confianca (IC) de 95%.
As associacBes entre as variaveis foram feitas usando o Teste do Exato de Fisher (p<0.05) e analisadas por um
modelo de regressdo logistica. Os resultados obtidos mostram que a dificuldade para o controle de R. (B.)
microplus, com os acaricidas disponiveis ndo depende do grau de instrucdo dos proprietarios. As propriedades que
tem instalacBes semitecnificadas, tém nove vezes mais chances de ter dificuldade para o controle, do que aqueles
gue possuem instalagdes de tipo galpdo. Os proprietarios que aplicam os carrapaticidas em nimero equivalente ou
maior a quatro vezes por ano, tem 6.42 vezes mais chances de apresentar carrapatos dentro da sua propriedade e,
7.46 vezes mais chances de ter dificuldade para o controle do que aqueles que fazem menos de quatro aplicages
por ano. A maioria das propriedades apresentam caracteristicas e métodos favoraveis, para o controle convencional
do carrapato, mas ndo chegam a ter um controle estratégico. Neste sentido, a assessoria técnica ou veterinaria do
conhecimento ou informacdo técnica aos proprietarios, sobre as falhas no manejo e fatores de risco dentro das
propriedades, apresentadas nesse estudo, é necesséria, com o fim de obter novas medidas de manejo e estratégias
eficientes que sejam capazes de reduzir e controlar infestagBes, assim também prolongar a vida util dos
carrapaticidas.

TERMOS DE INDEXACAO: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, propriedades leiteiras, fatores de risco,
carrapaticidas, produtores.

INTRODUCAO
Em 2015, o Brasil ocupou a segunda posi¢cdo com maior rebanho de bovinos no mundo, com 215,20 milhdes de
cabecas e a quinta posicdo em producdo de leite com 35,000 bilhes de litros o que representou uma queda de
0,4% sobre 0 ano anterior. No mesmo ano a regido sul do pais ocupou a primeira posi¢do com 35,2% da producéo
nacional, sendo que o estado do Rio Grande do Sul (RS), apresentou a terceira maior posi¢do nacional da producdo
de leite (IBGE, 2015). Dos 85 mil produtores de leite, nos 497 municipios do RS, 45% produz entre zero e 100
litros do produto por dia, sendo que 0 95% da produgdo vem da agricultura familiar (MilkPoint, 2015).

Um dos principais problemas na pecuéria bovina é a infestacdo da espécie do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), apresentando-se do paralelo 32°norte até o 35esul, com uma alta
prevaléncia no Brasil, onde areas com alta umidade relativa e temperatura favorecem a sobrevivéncia das
populacGes (Estrada et al. 2006). Dentre seus efeitos negativos estdo: a perda na performance, com 26 milhdes de
arrobas de carne; a reducdo na producao lactea, deixando de produzir quatro bilhdes de litros por ano (Martinez et
al. 2004), além de ser o principal transmissor dos agentes etiolégicos do complexo da Tristeza Parasitaria Bovina
(Aradjo et al. 1998, Bock et al. 2004), dando perdas econdmicas por ano no Brasil de US$ 800 milhdes a mais de
trés bilhdes (Grisi et al. 2014).

Apesar dos riscos, o controle do carrapato no Brasil é feito exclusivamente com carrapaticidas sintéticos,
devido a intensidade dos sistemas de criacdo do gado leiteiro (Amaral et al. 2011, Santos & Vogel 2012). No RS
diversos estudos demostram a presenca da resisténcia sobre diferentes principios ativos tanto de uso por contato,
quanto sistémico e associa¢des desses disponiveis no mercado (Martins & Furlong 2001, Farias et al. 2008, Castro-
Janner 2010, Machado et al. 2014, Reck et al. 2014, Higa et al. 2015). O surgimento da resisténcia é propiciado
principalmente devido ao fator operacional (Riddles & Nolan 1987, Denholm & Rowland 1992), pela falta de uma
politica de controle oficial administrados por instituicdes competentes, 0 que deixa aos produtores a
responsabilidade de selecionar tais critérios de controle (Furlong 2000). Estudos no Brasil mostram que alguns
fatores de risco como: as praticas de manejo sanitario, a utilizagdo excessiva do (s) carrapaticida (s), a aplicacdo
inadequada ao longo de um periodo prolongado ou o aspecto socioecondmico e cultural dos proprietarios sem um
conhecimento sobre a biologia, ecologia e epidemiologia do carrapato (Farias et al. 2008, Santos et al. 2009,
Amaral et al. 2011, Daher et al. 2012, Rocha et al. 2012), promovem a selecdo de populagdes resistentes aos
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acaricidas. No RS nao se tem dados epidemioldgicos, sobre a percepcédo de produtores de leite, quanto a presenca
e controle do R. (B.) microplus, alem de que os poucos estudos feitos no estado ndo sdo atualizados.

As informacdes técnicas dos produtores e o conhecimento dos fatores de risco que levam ao problema da
resisténcia, e a presenca de populacGes de R. (B.) microplus, permitem a utilizacdo de novas medidas de manejo e
estratégias eficientes que sejam capazes de reduzir e controlar infestagdes nas propriedades. Desta forma, o
presente estudo teve como objetivo realizar o primeiro questionamento abordando a percepcdo dos produtores de
gado de leite sobre populacGes de R. (B.) microplus e o controle e manejo em suas propriedades com o fim de
conhecer e obter informacdo sobre os fatores de risco que podem estar relacionados na presenca e selecdo de
populaces resistentes na regido sul do RS.

MATERIAIS E METODOS

Entre marco de 2014 a junho de 20186, foi aplicado um questionario estruturado (Figura 1), sobre a percepcédo dos
produtores sobre a presenca e controle do carrapato R. (B.) microplus em bovinos de leite. Esse estudo abarcou
cinco municipios localizados nas regides da encosta e da serra do sudeste do RS, sendo esses, 0s municipios de
Pelotas, Sdo Lourenco do Sul, Capédo do Ledo, Arroio do Padre e Rio Grande. A metodologia utilizada para o
guestionamento, foi baseada em Santos et al. (2009). Foram selecionados de maneira aleatéria produtores de leite
gue vendem o produto as duas maiores cooperativas de laticinios (ELEBAT e COSULAT]I), da regido sul do RS,
com um total de 558 propriedades. O tamanho da amostra foi calculado pelo método proporcional e/ou estratificado
com o cinco % (0.05), de proporcao pelo nimero total de propriedades fornecido pelas empresas, obtendo um total
de 30 propriedades distribuidas proporcionalmente de acordo com o nimero absoluto de propriedades de cada
municipio selecionadas de forma aleatdria sistematica. Os questiondrios foram aplicados abordando: a) as
carateristicas dos produtores ou administradores; b) da propriedade; e, c) a percep¢do quanto a presenca e 0 manejo
de infestacBes de populagdes com as varidveis mostradas na Figura 1. Os dados obtidos das entrevistas foram
tabulados e analisados atraves do programa Epi Info v.7, com uma prevaléncia estimada de 50% e um intervalo de
confiancga (IC) de 95%. As associacOes dos fatores de risco (variaveis de exposicdo), com relagdo a presenga e
controle com acaricidas disponiveis (variaveis dependentes), se fizeram em tabelas de contingéncia de 2x2 (Teste
do Exato de Fisher), cabe destacar que a partir desse momento sO elegeram-se as varidveis com associagfes
estatisticamente significativas (p<0.05) e foram analisadas por um modelo de regressdo logistica binomial no
programa anteriormente dito para obter os odds ratios (OR) dos fatores de risco associadas com a percepg¢do dos
produtores quanto as variaveis dependentes. Os proprietarios receberam e assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido sobre a presente pesquisa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisadas as frequéncias das respostas obtidas dos 30 proprietarios e/ou administradores entrevistados das
propriedades de leite, localizadas nos cinco municipios estudados mostrados no Quadro 1, pode-se observar que:
18 (60%) foram de Pelotas, cinco (17%) de Arroio do Padre, trés (10%) de Capéo do Ledo, trés (10%) de S&o
Lourenco do Sul e um (3%) do Rio Grande. Dentro dos fatores de risco relacionados a resisténcia encontram-se a
localizagdo geogréfica (Bianchi et al. 2003, Furlong 2005), pois esses municipios localizam-se em duas zonas
fisiograficas: Encosta do Sudeste e Serra do Sudeste, entre os paralelos 31° e 32 sul, com uma umidade relativa
média do 60% ao 85% e com temperaturas médias variando de entre 15°C e 18°C, com minimas de até -10°C, e
maximas de 40°C, e com precipitagdes pluviais concentradas no inverno e na primavera (Santos et al. 2008).

Nesse sentido, sdo locais marginais para ocorréncia do carrapato no inverno, mas com condi¢des
favoraveis para o desenvolvimento e sobrevivéncia no ambiente nas outras épocas do ano (Brum et al. 1985,
Furlong 2005, Estrada et al. 2006, Singh & Rath 2013), quando a média da temperatura é superior a 20°C o R. (B.)
microplus desenvolve-se com trés geragdes por ano (Pereira et al. 2008). Cabe destacar que pelo aquecimento
global, com flutuacGes de temperatura, podem-se desenvolver com até quatro geragdes por ano no RS.

A pesquisa demostra que 60% dos proprietarios possuem um grau de escolaridade igual ou superior ao
ensino médio e/ou universitario, resultados similares foram obtidos por Santos et al. (2009) e Rocha et al. (2006),
com mais da metade dos produtores possuindo escolaridade igual ou superior ao ensino médio, concluindo que 0s
produtores possuem maior acesso a informacéo e critério sobre problemas sanitarios do rebanho (Santos et al.
2009), mas por outro lado, isso ndo alcanca efeitos eficazes na utilizagdo do controle de forma mais racional (Rocha
etal. 2012), o que pode acontecer por uma maior preocupacao dos proprietarios (Rocha et al. 2006), levando a um
excesso de aplicagdo de acaricidas (Daher et al. 2012), permitindo maior chance de ocorréncia de resisténcia.
Amaral et al., em 2011 conclui que o grau de escolaridade ndo tem uma correlagdo com uma alta eficacia no
controle.

O estudo ainda revelou que 63% das propriedades usa a criacdo semiextensiva e 37% do tipo extensiva,
nenhuma das propriedades usa criagdo de tipo intensiva, esse resultado é similar ao resultado obtido por Amaral
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et al. (2011), no qual demostra que esse tipo de criagdo desfavorece o desenvolvimento do carrapato, diminuindo
as possibilidades de infestacdo das larvas nos bovinos (Bianchi et al. 2003, Santos et al. 2009), entre uma maior
lotacdo de unidades animal por hectare, maior exposicao aos carrapatos (Santos et al. 2009). O rebanho criado de
forma intensiva é uma caracteristica que sugere risco para a existéncia da resisténcia dos carrapatos aos acaricidas
nas propriedades (Daher et al. 2012).

Das propriedades pesquisadas, 67% possuem instalacfes de tipo galpao (ordenha manual) e 33% de tipo
semi-tecnificado (ordenha mecanizada), o que se deve ao fato de que a maioria dos proprietarios sdo pequenos
produtores. Daher et al. (2011) mostram que a resisténcia aos carrapaticidas € bem menor em rebanhos familiares
e de subsisténcia, portanto a tendéncia de baixa eficiéncia de produtos quimicos apresenta-se mais em rebanhos
com maior grau de tecnologia, apresentando uma tendéncia a aumentar o ndmero de aplicacbes de banhos
carrapaticidas ao longo do ano (Rocha et al. 2005).

Todas as propriedades destinam-se a producgdo de leite, porém, destas, 10% contam também com
producdo de carne. Com respeito as ragas empregadas nas propriedades, todas usam ragas europeias (Bos taurus
taurus), sendo 70% com raca holandesa, 60% raca Jersey e em menor frequéncia (20%) cruzas. Essas racas
comumente usadas na producdo do gado de leite tem um maior grau de sensibilidade ou de baixa resisténcia a
infestacBes de R. (B.) microplus (Santos Junior et al. 2000, Ueno et al. 2012). Isso se deve ao fato de que, apds
varias infestacdes a resposta humoral é suprimida em comparagdo com ragas zebuinas (Kashino et al. 2005). Entre
0s B. taurus taurus usados no gado de leite, os bovinos da raca Jersey sdo os mais resistentes (Utech et al. 1978).

Com respeito a densidade animal, mais da metade das propriedades (67%) apresentam < de 50 animais,
j& que a maioria pertence a pequenos produtores. Em 37% delas, se introduz animais de outras propriedades, o que
facilita uma via de entrada de animais previamente infestados com R. (B.) microplus resistentes a carrapaticidas
(Santos et al. 2009). E importante mencionar que dessas propriedades, menos da metade (17%) néo faz controle
preventivo antes de introduzir, e dos 20% que fazem tratamento prévio, somente 10% tratam com carrapaticidas,
0 que contribui para uma disseminacdo de populagdes de carrapatos resistentes a outras bases quimicas, fator pelo
qual a resisténcia pode estar instalada em uma populacdo de carrapatos até mesmo antes destes entrarem em contato
com aquele produto (Andreotti 2010). Para evitar ou diminuir esse risco, 0s animais devem ser tratados no local
de origem e isolados por 30 dias antes da sua incorporacdo ao novo rebanho (Andreotti & Koller 2016).

Das propriedades, 87% contam com assisténcia médica veterinaria, porém sé em 37% delas essa
assisténcia se apresenta de maneira regular, o que representa um problema no controle preventivo e da sanidade
do rebanho (Santos et al. 2009, Borsanelli 2013). Isso se deve ao fato de que os produtores tendem a se basear na
escolha de um carrapaticida unicamente pela indicagdo do balconista (Souza & Carneiro 2012) o que leva a uma
falta na assessoria sobre a escolha e o uso adequado do mesmo na propriedade, resultando, consequentemente, a
uma falha do manejo no controle do carrapato. Como exemplo, pode-se indicar a troca frequente de carrapaticidas
por um tempo curto, 0 que causa rapidamente a resisténcia do mesmo. Uma forma de controlar isso é tornar
obrigatdria a prescri¢do veterindria no momento de comprar o acaricida, evitando assim, trocas de produtos sem
justificativa (Amaral et al. 2011). Cada produtor deve, com a ajuda do veterinario, decidir qual a melhor estratégia
no controle do carrapato na sua microrregido (Andreotti & Koller 2016), pois ndo existe no pais um programa
oficial, atualmente em vigor no controle desse ectoparasita.

Cabe destacar que, mais de 57% dos produtores, faz mais de quatro aplicaces de carrapaticidas ao ano,
sendo um fator de risco associado a presenga da resisténcia dentro das propriedades (Sutherst 1979, Rocha et al.
2006, Vivas et al. 2006, Santos et al. 2009, Daher et al. 2012). Os estudos feitos por Farias et al. (2008) e Santos
et al. (2008 & 2009) na regido sul do RS indicam, uma tendéncia no aumento na frequéncia do nimero de
aplicacbes em propriedades de gado de corte. Jonsson et al. (2000), encontrou uma alta probabilidade da resisténcia
a trés tipos diferentes de acaricidas quando as aplica¢cdes eram mais de cinco vezes ao ano.

A alta frequéncia no nimero de aplica¢fes anual € uma das caracteristicas mais preocupantes em relacéo
ao controle, pois se estabelece, a partir disso, uma resisténcia genética (Foil et al. 2004), com mutac¢6es em alguns
individuos da populacéo, proporcionando assim, o estabelecimento do alelo resistente e a propagacao dele por
pressdo de sele¢do (Sutherst 1979, Furlong & Sales 2007). O controle estratégico convencional deve ser realizado
com um menor ndmero de aplicagdes possiveis, de trés a quatro, em intervalos de no méaximo 30 dias (Andreotti
& Koller 2016). Um excesso na aplicacéo, ndo sé incrementa a pressdo de selecéo para a resisténcia, mas também,
a quantidade de residuo no leite, sendo um fator de risco na saude publica (Rocha et al. 2012, Amaral et al. 2011).
A alta frequéncia no nimero de aplicacBes anual é uma das caracteristicas mais preocupantes com respeito ao
controle, pois, estabelece a resisténcia genética através da pressao da selecdo (Kunz & Kemp 1994, Foil et al.
2004).

Nas épocas de aplicacdo dos carrapaticidas, o verao foi a época de maior aplicagdo com 83%, seguida da
primavera e outono com 40% para ambos, e por ltimo, o inverno com 13%. Concordando com os resultados
apresentados por Ueno et al. (2012), que mostram que 0s proprietarios observaram uma maior infestacdo do
carrapato no verdo, em 80% das propriedades a aplicacdo foi feita depois da observacdo das altas infestagdes,
sendo na sua maioria no verdo, e por Rocha et al. (2006), que observou que nas propriedades o tempo no intervalo
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de aplicagfes aumenta no inverno e diminui no verdo, visto que, a incidéncia do carrapato aumenta nessa época,
guando seu ciclo é mais curto.

A alta frequéncia de aplicacfes no verdo deve-se ao fato de que na regido sul do Brasil o carrapato ndo se
desenvolve pelas condic6es climaticas do inverno, e tendem a desaparecer nessa época do ano. No entanto, durante
0s meses quentes e imidos, caracteristicos do verdo, apds a fémea ingurgitada cair na pastagem, o desenvolvimento
dos ovos é rapido. Na época seca e mais fria, esse tempo chega a triplicar, recomecando em meados da primavera
com a primeira geracdo, dando origem a um pico maior de carrapatos (segunda geracdo) no verdo, desprendendo-
se nas pastagens em épocas favoraveis, com altas temperaturas do verdo, originando assim, a terceira geracao que
€ a mais numerosa (Pereira et al. 2008). O ambiente seco e com baixas temperaturas no inverno contribuem para
uma alta mortalidade das larvas logo ap6s a eclosdo. Nesse sentido, no final desse periodo seco do ano, de maneira
estratégica, ¢ o mais adequado para o combate do carrapato e de sua populagéo, pois ainda se encontram em baixos
niveis, devido as condi¢bes menos favoraveis de desenvolvimento e sobrevivéncia de ovos e larvas de carrapato,
0 que impedira o surgimento de altas infestagdes comuns no verdo (Furlong & Sales 2007, Andreotti & Koller
2016).

Esse conhecimento é muito importante para se controlar os carrapatos com mais sucesso (Furlong & Sales
2007), o que indica que nesse estudo, é que o proprietario sé faz a aplicacdo na época do ano em que o gado
apresenta alta infestagéo, estando as outras épocas do ano com menos frequéncia de aplicagGes e de maneira
irregular sem ter um controle estratégico. A aplica¢do do carrapaticida deve ser feita durante os periodos de
infestacBes baixas, antes da explosdo da primeira geragdo, na primavera, quando a fase de vida livre € mais curta.
No entanto, a falta de conhecimento sobre a fase de vida livre do carrapato, faz com que o proprietario ndo
implemente um controle estratégico, especificamente no momento correto para a aplicacdo do acaricida (Amaral
et al. 2011).

Enguanto em 70% das propriedades, o uso do carrapaticida foi de mais de trés anos, nos outros 27% o
uso foi menor do que trés anos. Resultado similar foi obtido por Amaral et al. (2011), sendo que a metade das
propriedades teve 0 uso dos carrapaticidas de zero a dois anos. Cabe destacar que a troca indiferenciada e constante
de um principio ativo sem critério culmina com o surgimento de populag@es resistentes aos produtos. O que a
literatura recomenda em geral é que o periodo ndo deve ser inferior a dois anos, sendo a troca, a Gltima atitude
possivel por parte do proprietario (Leite et al. 1995, Furlong 2005). O produtor rural brasileiro, embora capaz de
reconhecer que o principio ativo perde sua eficacia com o tempo de uso, desconhece os principais fatores que
levam a esse problema (Rocha 1996). Rocha et al. (2005), menciona no seu estudo que o intervalo de troca de
produto comercial foi bastante variado, porém a maior parte dos proprietarios, citou entre dois a seis meses, sem
levar em conta suas bases quimicas e o uso simultaneo de varios produtos em algumas propriedades.

E comum neste caso que as pessoas reclamem do produto e muitas vezes fagam a troca, sem se preocupar
com o principio ativo, que pode, com frequéncia, ser 0 mesmo que o anterior, ja que a simples variacdo de produto
dentro do mesmo grupo quimico néo possibilita melhora do quadro de controle, pois o principio ativo que mata 0s
carrapatos é semelhante nos dois principios (Furlong 2005). Com o uso continuo do produto, hd um aumento na
resisténcia, uma vez que, 0s sensiveis morrem, e 0s resistentes se acasalam entre si, produzindo descendentes cada
vez menos susceptiveis e em maior nimero na populacéo (Andreotti et al. 2010).

Entretanto, ndo h& motivo para a troca de um grupo quimico se esse é eficaz no controle da populagio
tratada. A troca do carrapaticida somente devera ocorrer, quando uma parcela significativa dos carrapatos tratados
foi capaz de sobreviver e fazer a postura de ovos férteis (Furlong 2005). No estudo feito por Amaral et al. (2011),
a maioria dos produtores trocavam os acaricidas pela ineficiéncia desses, pois, essa ineficiéncia na maioria das
vezes ocorria pelos erros na aplicacdo do produto, tanto pelo baixo volume da solugdo acaricida, quanto pela
incorreta aplicacdo. A vida Gtil dos produtos comerciais depende da correta utilizacdo por parte do produtor, e esta
pode ser prolongada pela utilizacdo de testes laboratoriais, como o Teste de Imersdo de Adultas (TIA), que
identifica e avalia a sensibilidade de populacdes de carrapatos aos carrapaticidas, auxiliando assim, nas decisfes
para o controle (Mendes et al. 2007). Outra caracteristica comum é a troca constante de base medicamentosa sem
critério. Isto ocorre quando ndo se tem sucesso com os tratamentos, entdo, troca-se por outra base, mas o problema
continua sendo o banho incorreto (Embrapa gado de leite 2011).

Em 70% das propriedades, se aplica o carrapaticida somente quando ocorre a presenca de infestac6es
visiveis no gado. E em 30% delas quando o objetivo é a prevencdo, isto pode ocorrer, pelo fato de que os produtores
se baseiam somente na avaliagdo subjetiva da infestacdo nos animais. Nesse sentido, ndo demostram um
conhecimento basico sobre a biologia e ecologia do carrapato, o que leva a uma auséncia de um critério certo, e,
consequentemente, sem uma estratégia no controle, reafirmando os resultados demostrados por Rocha et al. (2006),
Farias et al. (2008), Santos et al. (2009), Rocha et al. (2012), nos quais a aplicacdo de acaricida somente é
empregada sem um critério técnico, quando visualizadas as formas adultas.

No estudo feito por Amaral et al. (2011), foi destacado que 0 aumento no nimero de carrapatos, elevou o
namero de tratamentos, sendo que, o grau de infestacdo foi o critério de aplicacdo para quase todos os produtores.
Bianchi et al. (2003) afirmou que com um controle racional e de baixa pressdo o gado encontrava-se menos
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infestado. Como o controle nem sempre é realizado de forma racional, e levando em conta os fatores biol6gicos
do parasita, ocorre que, o0 combate do carrapato se da de forma ineficaz. Permitindo assim, a disseminacgdo da
resisténcia nas populacdes e o aumento crescente dos prejuizos econdmicos. Assim, qualquer acdo baseada no
conhecimento da vida do parasita, resultara em melhor controle, menor custo e menor disseminacéo da resisténcia
(Furlong 2005). Rocha et al. (2012), mostrou que os proprietarios tém baixos niveis de informacdo sobre o
conhecimento basico da biologia e ecologia do carrapato e por esta razdo, os critérios para a gestao de infestacdes
sdo definidos exclusivamente pelos produtores.

Cabe mencionar que 73% das propriedades ja apresentaram problemas de presenca de carrapatos durante
0 Ultimo ano, resultado similar ao de Amaral et al. (2011), onde o 83.7% dos produtores relataram ter problemas
com o carrapato no gado. Sendo que, nesta pesquisa 63% apresentaram dificuldades para controlar o carrapato
com os acaricidas disponiveis no mercado. No RS se tem estudos apresentando resisténcia aos oito principios
ativos dos carrapaticidas usados para o controle (Farias et al. 2008, Castro-Janner 2010, Machado et al. 2014, Reck
et al. 2014, Higa et al. 2015).

O tipo de aplicacdo mais usada dos carrapaticidas nas diferentes etapas de producéo, foi 0 método do
pour-on com 43% em terneiras, 47% em novilhas, 50% em vacas secas e 57% em vacas lactantes, tendo-se
observado que, houve uma tendéncia de utilizar mais o método de aplicacdo por aspersao e pour-on facilitando o
rodizio entre os principios ativos (Farias et al. 2008), que se deve ao fato de ter um maior periodo residual eficaz,
como é o caso dos pour-on sistémicos. Em propriedades no Brasil com cepas resistentes, a maioria dos produtores
usa pour-on como predilecdo, seguido da aspersdo, indicando que esses métodos de aplicagdo apresentam falhas
humanas principalmente na subdosagem do produto (Amaral et al. 2011).

O segundo método mais utilizado em terneiras e novilhas foi o injetavel, ambos com 40%, apesar desse
método ndo ser recomendado em animais com menos de quatro meses. Nas 30 propriedades esse método néo foi
usado em vacas lactantes, ja que o periodo de caréncia a base de endectocidas nesse método é de 122 dias
aproximadamente ndo devendo ser usado em vacas cujo leite se destina ao consumo humano (Silva et al. 2011).
Em vacas secas e lactantes 0 método de aspersdo foi utilizado com 30% e 40% respectivamente, método mais
usado para bovinos de leite no Brasil (Rocha et al. 2006, Furlong et al. 2007, Amaral et al. 2011), com menos
frequéncia se apresentou o método de imersdo. Estudos feitos por Farias et al. (2008) e Santos et al. (2009)
destacam que o método de aplicacdo mais utilizado na regido Sul do RS é o de imersdo. Cabe mencionar que esses
estudos foram enfocados no gado de corte com propriedades tendo acima de 100 animais, o que difere desta
pesquisa, pois, como se mencionou anteriormente, além da maioria das propriedades possuirem um nudmero
reduzido de animais, isso faz com que esse método ndo seja custeavel, além desse método ter grande eliminagéo
dos residuos ao meio ambiente. Resultado similar foi observado no estudo feito por Rocha et al. (2006), onde o
método de imersdo ndo foi utilizado no gado de leite.

Segundo Biainchi et al. (2003) o que mais induz a resisténcia no carrapato é o método de pulverizacdo,
apresentando uma baixa eficacia entre os métodos de aplicacdo, pela necessidade de molhar todas as partes do
animal (Furlong et al. 2007), o que implica um maior volume de aplicacéo do acaricida, no qual o aplicador tem
que fazer um maior esforgo nesse procedimento, resultando em uma alta exposi¢do ao produto quimico (Jonsson
& Matchoss 1998). No entanto, outros fatores relacionados a aplicabilidade do produto, como: as condigdes do
equipamento, diluicdo, quantidade administrada e agitacdo, podem acelerar o processo da resisténcia e levar a
falhas no controle do carrapato (George 2000).

Em 83% das propriedades ha rotacdo de pastagens, sendo um fator favoravel ja que é um método que
diminui a sobrevivéncia do carrapato. A rotacdo de pastagens ou descanso de pastos, interfere na relagdo com o
bovino, diminuindo as infestacGes, sendo dos fatores que exigem atencdo especial (Furlong 2005). Segundo
Furlong (1998), tem que ter no minimo 60 dias de vedagdo de pastagens, como verificado na Regido Sudeste do
Brasil. Para que se tire proveito desse fato, € importante que, no retorno dos animais ao pasto vedado, eles estejam
sem carrapatos ou recém tratados, para manter a pastagem limpa por mais tempo.

Todavia, a chance de insucesso no controle do carrapato dos bovinos € maior se ndo houver o combate
desse parasita nas pastagens. Cabe mencionar que na pratica esse periodo de descanso as vezes é inviavel em
funcdo do ciclo das gramineas forrageiras (Pereira et al. 2008). Além disso, s6 17% utiliza alternativas para o
controle do carrapato, o que significa que a maioria dos proprietarios s6 depende do uso indiscriminado dos
acaricidas sintéticos, aumentado a rapida expressao da resisténcia (Vivas et al. 2006). No RS o controle é baseado
exclusivamente no uso dos carrapaticidas sintéticos (Farias et al. 2008). Cabe destacar que 77% das propriedades
apresentaram casos de Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) durante o Gltimo ano, e mais da metade (57%), ja
apresentou animais mortos por babesiose ou anaplasmose.

Pela analise univariada (Exato de Fisher) no Quadro 2, mostra-se que entre as correlacdes das variaveis de
exposicdo com a variavel dependente (Presenca de carrapatos na propriedade), se observam duas variaveis
independentes com associacao estatistica (p < 0.05): tipo de instalacfes e nimero de aplicacdes de carrapaticidas
por ano. E com respeito a variavel dependente (controle de carrapatos com acaricidas), se observam trés variaveis
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independentes com associagdo estatistica: grau de instrucdo, tipo de instalagSes e nimero de aplicagbes de
carrapaticidas por ano, sendo esses fatores representativos dentro da populagéo.

Os fatores ja citados foram analisados pelo modelo de regressao logistica binomial quanto as variaveis
dependentes (Quadro 3), e se observou que, quanto ao grau de instrucdo, ser analfabeto ou ter escolaridade até o
ensino fundamental ndo é um fator de risco associado a um dificil controle do carrapato com os acaricidas
disponiveis (odds ratio < 1), ja que a tabela de 2X2 mostrou que tanto esses proprietarios como aqueles com ensino
médio ou universitario apresentam a mesma dificuldade para o controle do carrapato (varidvel dependente),
diferindo de Santos et al., em 2009, onde os proprietarios analfabetos ou com escolaridade até o ensino
fundamental apresentam mais dificuldade para o controle, concluindo que entre mais escolaridade maior a
informacdo e critério sobre controle de problemas sanitarios do rebanho. No entanto, este estudo aponta para o
fato de que, uma maior escolaridade ndo melhora a percepgéo dos produtores quanto a biologia do carrapato. Nesse
sentido, vai ao encontro do estudo de Amaral et al. (2011), que concluiu que o grau de escolaridade ndo tem uma
correlagdo com uma alta eficacia no controle, assim também Rocha et al. (2012) menciona que isso ndo alcanca
efetivos resultados no controle pois isso pode levar a uma maior preocupacdo do rebanho (Rocha et al. 2006), o
gue d& a um excesso de aplicacdo de acaricidas (Daher et al. 2012), permitindo maior chance de ocorréncia de
resisténcia.

Enquanto a varidvel independente (tipo de instalacdo), as propriedades que tem instalacbes
semitecnificadas (ordenha mecanizada) tém nove vezes mais chances de ter dificuldade para controlar o R. (B.)
microplus com os acaricidas disponiveis, do que aqueles que possuem instalagfes de tipo galpdo. Daher et al.
(2011) mostraram que baixa eficiéncia de produtos quimicos apresenta-se mais em rebanhos com maior grau de
tecnologia, ja que esses apresentam uma tendéncia a manter a frequéncia de banhos carrapaticidas ao longo do
ano, com aumento no nimero de aplicacbes (Rocha et al. 2005).

Na variavel independente (nimero de aplica¢Ges por ano), os proprietarios que aplicam os carrapaticidas
em nimero equivalente ou maior a quatro vezes por ano, tem 6.42 vezes mais chances de apresentar carrapatos
dentro da sua propriedade e, 7.46 vezes mais chances de ter dificuldade para controlar o carrapato com os acaricidas
do que aqueles que fazem menos de quatro aplica¢@es por ano. Estudos na regido sul do RS indicam uma tendéncia
no aumento na frequéncia no nimero de aplicagbes em propriedades de gado de corte (Farias et al. 2008, Santos
et al. 2008 e 2009). Jonsson et al. (2000), encontraram uma alta probabilidade de resisténcia a trés tipos diferentes
de acaricidas quando as aplicagdes eram realizadas mais de cinco vezes por ano. O controle estratégico
convencional deve ser realizado com um menor ndmero de aplicagdes possiveis, de trés a quatro aplicacbes em
intervalos de no méaximo 30 dias (Andreotti & Koller 2016). Como ja descrito, 0 excesso na aplica¢do, aumenta a
pressao de selecdo para a resisténcia, e gera residuo no leite (Amaral et al. 2011, Rocha et al. 2012;).

CONCLUSOES

Nas propriedades de leite estudadas, situadas em cinco municipios da regido sul do RS, demostra-se que, tanto os
proprietarios analfabetos ou com escolaridade até o ensino fundamental, como aqueles com ensino médio ou
universitario, apresentam a mesma dificuldade para o controle de R. (B.) microplus, com os acaricidas disponiveis,
ou seja, independentemente do grau de instrugdo (escolarizac¢ao), ndo houve alteracdo em relagéo a percepgéo dos
produtores quanto a biologia e ecologia do carrapato, ja que o grau de escolaridade ndo apresenta uma associagdo
com uma alta eficacia no controle. As propriedades que tem instalacfes semitecnificadas (ordenha mecanizada), e
aquelas que aplicam carrapaticidas mais de, ou igual a quatro vezes por ano, apresentam um dificil controle do
carrapato, sendo estes considerados, fatores de risco. A maioria das propriedades apresentam caracteristicas e
métodos favoraveis, para o controle convencional do carrapato, mas ndo chegam a ter um controle estratégico.
Neste sentido, recomenda-se o diagndstico precoce da resisténcia dentro das propriedades, em um estagio de
desenvolvimento priméario da resisténcia, assim como, a assessoria técnica ou veterindria de informacdo aos
proprietarios, sobre as falhas no manejo e fatores de risco dentro das propriedades, apresentadas nesse estudo, que
levam a presenca e a dificuldade no controle de R. (B.) microplus, com o fim de obter um controle estratégico e
prolongar a vida Util dos carrapaticidas.
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Figura. 1. Questionario aplicado a produtores de leite em cinco municipios da zona sul do RS, abordando
as variaveis quanto a presenca e controle do R. (B.) microplus em bovinos de leite.
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CARACTERISTICAS DO PRODUTOR:

Grau de instrugao: Esino Médio ou Universidade Analfabeto ou Ensino Fundamental
CARACTERISTICAS DA PROPRIEDADE:
Tipo de criacao: Extensiva Semiextensiva Intensiva
Tipo de Instalagao:  Galpao Semitecnificado Tecnificado
Tipo de produgao:  Leite Carne - Leite
Raga: Jersey Holandesa Cruzas Jersey e Holandesa
Numero total de animais: <50 >50
Introduz animais de outras propriedades: Nao Sim
SE SIM: Faz algum tratamento antes de introduzir: Sim Nao
Assisténcia técnica veterinaria: Sim Nao
SE SIM: Regular Se necessario
CARACTERISTICAS NA PRESENCA E O CONTROLE DO CARRAPATO:

Ha problema com carrapatos em sua propriedade durante o Gltimo ano?: Nao Sim
Considera o carrapato dificil de controlar com os acaricidas disponiveis Nao Sim
Numero médio de aplicagées de carrapaticida por ano: <4 >4
Epocadas aplicagdes: Primavera Sim Nao Outono Sim Nao

Verao Sim Nao Inverno Sim Nao
Tempo de uso dos carrapaticidas: < 3 anos = 3 anos
Tipo de aplicagao em Terneiras: Imersao Injetavel Pour-on Aspersao
Tipo de aplicagao em Novilhas: Imersao Injetavel Pour-on Aspersao
Tipo de aplicagao em Vacas Secas: Imersao Injetavel Pour-on Aspersao
Tipo de aplicagao em Vacas Lactantes: | Imersao Injetavel Pour-on Aspersao
Critério para aplicagdo: =~ Prevencao de infestagao Presenca de carrapatos visiveis
Usarotacao de pastagem: Sim Nao
Utiliza alternativas para o controle do carrapato: =~ Sim Nao

Problema de babesiose ou anaplasmose
(Tristeza Parasitaria Bovina) durante o tGltimo ano:  Nao Sim Nao sabe
Animais mortos por estas doengas: Nao Sim
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Quadro 1. Frequéncias das variaveis avaliadas pelos produtores de leite que representam fatores de risco
guanto a presenca e controle do R. (B.) microplus em bovinos de leite em cinco municipios do sul do RS.

VARIAVEIS DESCRICAOQ N %

Ensino médio ou universidade 18 60

Grau de instrucédo do proprietario Analfabeto ou ensino fundamental 9 30

Ignorado 3 10

Tipo de Exploracdo Exte_nswa . 11 37

Semi extensiva 19 63

. ~ Galpéo 20 67

Tipo de InstalagGes Semitecnificado 10 33

Jersey Si~m 18 60

Néo 12 40

Sim 21 70

Raca Holandesa N0 9 30

Cruzas Si~m 6 20

Néo 24 80

. L <de 50 20 67

Numero total de animais > de 50 10 33

Introducdo de animais de outras Né&o 19 63

propriedades Sim 11 37

Faz algum tratamento antes de Sim 5 17

introduzir Né&o 6 20

Tratamento antes de introduzir Apllcagaq de carrapaticida 8 10

Endectocida 2 7

Regular 11 37

Assisténcia médica veterinaria Quando necessario 15 50

Sem assisténcia 4 13

NUmero de aplicacOes de carrapaticidas <4 13 43

por ano >4 17 57

Primavera S|~m 12 40

Néo 18 60

. « Sim 25 83
Epoca de Verdo <

ap?licagﬁo do N_ao o 17

carrapaticida Outono Sim 12 40

Néo 18 60

Inverno S'In 4 13

Néo 26 87

Tempo de uso do < 3 anos 21 70

carrapaticida >3 anos 8 27

atualmente Ignorado 1 3

Critérios para Prevencdo de infestacdo 9 30

Aplicacéo Presenca de carrapatos visiveis 21 70

Rotacéo das pastagens S|~m 25 83

Nao 5 17

Utiliza alternativa para controle do Sim 5 17

carrapato Néo 25 83
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Quadro 2. Correlagédo das variaveis de exposicdo com a percep¢do dos produtores de leite quanto as

variaveis dependentes pela analise uni variada (Exato de Fisher).

PRESENCA DE CARRAPATOS DIFICIL CONTROLE DE
VARIAVEIS NA PROPRIEDADE CARRAPATOS COM
ACARICIDAS DISPONIVEIS
P P
Grau de instrucdo 2 0,652 0,039
Tipo de Exploracao 1,000 1,000
Tipo de instalagdo 0,028b 0,048b
Numero total de animais 0,210 0,246
Introducdo de outras propriedades 1,000 0,139
Faz algum .tratamer.lto antes de 0,181 0,454
introduzir
Assisténcia médica veterinaria 1,000 0,611
Ndmero dg fiphcagoes de 0,049b 0,022
carrapaticidas por ano
Tempo de uso do carrapaticida 1,000 1,000
atualmente 2
Critérios para aplicacao 1,000 0,418
Rotagdo de pastagens 1,000 0,626
Utiliza alternativa para o controle do 1,000 0,626

carrapato

@ Foram suprimidos os valores de respostas ignoradas (IGN).
b Fatores de risco com associagdo estatistica (p < 0.05), tomados em conta para o analise de regressdo binomial.
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Quadro 3. Regressdo binomial dos fatores de risco associadas com a percepcao dos produtores de leite

quanto as variaveis dependentes.

PRESENCA DE CARRAPATOS

VARIAVEIS NA PROPRIEDADE

DIFICIL CONTROLE DE
CARRAPATOS COM
ACARICIDAS DISPONIVEIS

Odds ratio IC (95%)

Odds ratio IC (95%)

Grau de instrugao

0 Ensino médio ou Universidade b
1 Analfabeta ou Ensino
Fundamental

Tipo de instalagdo Indefinido 2

0 Galpao?®

1 Semitecnificado

Numero de aplicacdes de carrapaticidas 6,42 1,02 - 40.26
por ano

0<4¢b

1>4

0,14 0,02-0,84

9,00 0,95 -84,90

7,46 1,39 - 39,83

~ Na&o se realizou uma regressao binomial porque ndo existiu uma associa¢éo no analises uni variado.

IC = Intervalo de Confianga de 95%.

@ Um dos valores dos quadros da tabela de 2X2 foi de 0 por tanto ndo foi definido.

b Variavel usada como referéncia.
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Abstract:

The main chemical components of the essential oil of Cuminum cyminum L. (cumin) and of the
fixed oils of Bertholletia excelsa (Brazil nut) and of Helianthus annuus (sunflower seed), were
identified. The three oils and three acaricides: amidine, pyrethroid and an association of
organophosphate-pyrethroid, were tested against engorged females of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Six different concentrations of the oils (200, 100, 50, 25, 12.5 and 6.25
mg/mL) and the active principles were evaluated with the Adult Immersion Test (AIT). The
two main chemicals components of C. cyminum L. were the cuminaldehyde and the y-terpinene.
In both B. excelsa and H. annuus were the linoleic and oleic acid. C. cyminum L. showed high
acaricidal activity (100%) over the engorged females and on their reproductive characteristics.
B. excelsa and H. annuus caused low acaricidal activity (39.39% and 58.75% respectively);
nevertheless, they presented higher efficacy than the amidine and the pyrethroid (35.12% and
1.50% respectively). It can be concluded that among the oils, only the C. cyminum L. showed
acaricidal effect, being an alternative source for the control of the cattle’s tick; however, there
is a need for additional studies, to be conduct in vivo and only the association did not showed

resistance.
Key words: Cuminum cyminum L.; Bertholletia excelsa; Helianthus annuus; Acaricides; Tick.
Resumo:

Os componentes quimicos majoritarios do 6leo essencial de Cuminum cyminum L. (comino) e
dos 6leos fixos de Bertholletia excelsa (castanha do Brasil) e de Helianthus annuus (semente
de Girassol), foram identificados. Os trés oleos e trés acaricidas: amidina, piretroide e uma
associacdo de organofosforado com piretroide, foram testados contra fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Seis concentragdes diferentes dos 6leos (200, 100, 50,
25, 12.5 and 6.25 mg/mL) e dos principios activos foram avaliados através do Teste de Imerséo
de Adultas (AIT). Os dois componentes quimicos majoritarios de Cuminum cyminum L. foram:
o cuminaldeido e o y-terpineno. Em ambas B. excelsa e H. annuus foram: o acido linoleico e
oleico. C. cyminum L. mostrou alta atividade acaricida (100%) sobre as fémeas ingurgitadas e
suas carateristicas reprodutivas, tornando-se uma fonte alternativa para controlar o carrapato do
gado, no entanto, sao necessarios estudos adicionais, a serem conduzidos in vivo. B. excelsa e
H. annuus causaram baixa atividade acaricida (39.39% e 58.75% respectivamente), nao

obstante apresentaram maior eficacia que a amidina e o piretroide (35.12% and 1.50%
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respetivamente). Pode se concluir que C. cyminum L. mostrou mostrou atividade acaricida
tornando-se uma fonte alternativa para controlar o carrapato do gado, no entanto, sao
necessarios estudos adicionais, a serem conduzidos in vivo e somente a associacdo nao

apresentou resisténcia.

Palavras chaves: Cuminum cyminum L; Bertholletia excelsa; Helianthus annuus; Acaricidas;

Carrapato.

Introduction

The direct effects caused by the tick species Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini, 1888) and the agents for bovine babesiosis and anaplasmosis that it transmits are
extremely important and have high economic impact on livestock worldwide (JONGEJAN;
UILENBERG, 2004; JONSSON, 2006; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2017). In Brazil the
annual economic losses range from US$ 800 million to more than 3 billion (GRISI et al., 2014).
This tick species is highly prevalent in tropical and subtropical regions, where high relative
humidity soils and high temperature weather favor tick population survival (RODRIGUEZ —
VIVAS et al., 2006; ESTRADA et al., 2006). In the southern region of Brazil, three to four tick
generations are produced per year (CAMPOS et al., 2008),

It is known that tick control is done exclusively through synthetic acaricides worldwide.
In Brazil the active agent amidine (Amitraz) and cypermethrin are the ones that have been used
most over the last decade (SANTOS et al., 2012). The onset of resistance to synthetic acaricides
exhibited by R. (B.) microplus has given rise to serious problems within cattle production
worldwide, such as Mexico, Africa, US e New Caledonia, between others countries
(RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2017; VUDRIKO et al., 2016; CHEVILLON et al. 2007;
ABBAS et al., 2014). This resistance has developed mainly because of intrinsic or biological
factors related to the tick, such as production of genetic mutations in the dominant resistance
allele and changes to enzyme metabolism in tick populations (GUERRERO et al., 2001; FOIL
et al., 2004). These have occurred through operational factors related to human action aimed
towards tick control, and this phenomenon has appeared because producers have used synthetic
acaricides as the only tool for controlling this ectoparasite. Moreover, these control measures

have commonly been used erroneously, such as excessive use of acaricides without knowledge
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of tick biology, ecology and prevalence, as well as failure to detect resistance, among other
factors (DENHOLM et al., 1992).

Research efforts have been conducted towards the obtaintion of other therapeutic
options in order to solve this problem. These investigations have focused on using botanical
compounds and products for controlling R. (B.) microplus. In this context, studies have shown
that plant-based oils and extracts have been gaining ground as control methods for R. (B.)
microplus (SANTOS et al., 2013; BARBOSA et al., 2013). The essential oil of Cuminum
cyminum L. (Apiaceae) (cumin) shows antibacterial action (DERAKSHAN et al., 2010),
antifungic activity against fungus resistant to fluconazole (RABADIA et al., 2011) and
insecticide activity (YEOM et al., 2012). It has been demonstrated its acaricidal activity against
larvae of R. (B.) microplus (VELAZQUEZ et al., 2011), but its acaricidal activity against
engorged female of R. (B.) microplus, as well as in their reproductive characteristics is
unknown. Several studies using Bertholletia excelsa (Lecythidaceae) (Brazil nut) had
demonstrated a tripanocidal activity and a bioactivity against Plasmodium falciparum
(KLUCZKOVSKI et al., 2015; CAMPOS et al., 2005; SOUSA et al., 2013). Studies with the
fixed oil of Helianthus annuus (Asteraceae) (sunflower seed) demonstrated an in vitro
antimicrobial activity (ABOKI et al., 2012; TABASSUM; VIDYASAGAR, 2014) and
insecticidal activity against Callosobruchus maculatus, reducing viable eggs and emerged
insects (PEREIRA et al., 2008). No reports were found in the literature about the fixed oil of
Bertholletia excelsa (Brazil nut) and of Helianthus annuus (sunflower seed), or fixed oils in
general, having any acaricide effect against R. (B.) microplus. The yield of these fixed oils is
high, and they can be greatly produced in Brazil and in countries closed to Rio Grande do Sul,
due to the high availability of these plants.

Given the above, the aim of the present work was to identify the main chemical
components of the Cuminum cyminum L. (cumin) essential oil, Bertholletia excelsa (Brazil nut)
and Helianthus annuus (sunflower seed) fixed oils and evaluate them together with three
commercial synthetic acaricides against engorged females of R. (B.) microplus and their
reproductive characteristics, in order to explore their acaricidal efficacy.
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Materials and methods

C. cyminum L.

Essential oil obtention

The essential oil was processed in the Laboratdrio de Pesquisa em Produtos Naturais
(LPPN) of the Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA) of the
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), ubicated in the municipality of Capédo do Leéo in the
state of Rio Grande do Sul, Brazil. The dry seeds of Cuminum cyminum L. used for the obtention
of the oil were purchased from the producer Luar Sul® in Rio Grande do Sul, Brazil. The oil
was obtained by means of hydrodistillation (1.5 L of distilled H>O / 100 g of plant material)
using a Clevenger apparatus Once the volatile oil was obtained, it was separated from the water,
dried with Na;SO4 sodium sulfate and stored in an amber bottle under refrigeration
(RODRIGUES et al., 2004).

Chromatographic analyses

The analyses was made at the Laboratorio de Lipodémica e Bio-organica (LipBio) of
the UFPel. The identification of the cumin essential oil was done using a gas chromatograph
attached to a mass detector, model GC/MS-QP 2010SE (Shimadzu, Japan), equipped with an
AOC-20i auto-injector. The separation occurred in a RTX-5MS (Restek, USA) capillary
column; quantification was done by standard area and the compounds identification by the mass
spectrometer, using the NIST 8 library of the definer GC/MS. The oil sample was diluted with
hexane (analytic degree, ultra pure) (RODRIGUES et al., 2004).

B. excelsa and H. annuus

Fixed oils obtention

Both the Fixed oils of B. excelsa and H. annuus were processed in the LLipBio of the
CCQFA of the UFPel. The nuts of B. excelsa used for the obtention of the oil were purchased
from the producer Castanhas of Rondénia ® in Ronddnia, Brazil and the dry seeds of H. annuus
used for the obtention of the oil were purchased from the producer Argensun® in Buenos Aires,
Argentina. Both fixed oils had the same process of obtention separately. The process consisted
in the milling of the nuts and seeds samples in a Willey model B-602 cutting mill, further

drying in an oven at 45°C, followed by extraction where 50 g of the sample and 300 mL of
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hexane solvent were collocated in a Soxhlet apparatus at a temperature of 60°C for a 6-hour
period. At the end of the process, the solvent was removed through a route evaporator and the

oil stored in an amber bottle under refrigeration.

Preparation of Fatty Acid Methyl Esters (FAMES) of the fixed oils

The fixed oils of B. excelsa and H. annuus had the same process of the FAMES
preparation separately. The fatty acids of each fixed oil were converted to their methyl esters
using the boron trifluoride-methanol (BF3z) method, as shown in the literature (MOSS et al.,
1974). The resulting mixture of fatty acid methyl esters (FAMESs) in hexane/chloroform (4:1,

v/v) was subjected to gas chromatography-flame ionization detection (GC-FID).

Fixed oils (FAMESs) analysis by Gas-chromatography

Both B. excelsa and H.annuus fixed oils had the same FAMEs analyses separately,
performed at the LLipBio of the UFPel. The quantitative GC analyses were performed
according to the following conditions using a gas chromatograph GC/FID-2010 with an AOC-
20i autosampler (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipped with a fused-silica capillary
column (Rtx-WAX, 30 m x 0.25 mm I.D. x 0.25 um film thickness). Injections were performed
with a 1:25 split ratio, and hydrogen was used as the carrier gas under constant flow mode at
1.2 mL/min. The injector was heated to 250 °C, and the flame-ionization detector operated at
250 °C. The initial programmed oven temperature was 100 °C, which was increased by 7
°C/min up to 200 °C, then increased by 5 °C/min to 202.6 °C and held isothermal for 2 min at
this temperature. It was then increased by 5 °C/min to 222.9 °C and held isothermal for 2 min,
and then increased by 5 °C/min to 230 °C and held isothermal for 10 min at 230 °C (TANG;
ROW 2013). The internal standard solution, containing nonadecanoate methyl ester (C19:0 >
99.0%; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), was prepared at a concentration of 2 mg/mL

by dissolving 20 mg methyl nonadecanoate in 10 mL of n-hexane in a volumetric flask.

Acaricides

Three acaricides were selected based on the products most commonly used in the region
(Table 1).
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Tick collection

A population of around 600 engorged females of R. (B.) microplus was collected from
a beef cattle ranch, situated in the municipality of Capdo do Ledo located on the southeastern
slope of the state of Rio Grande do Sul in Brazil. The engorged females of R. (B.) microplus
were collected directly from the cattle’s bodies, naturally infested and with at least 40 days
without acaricide treatment. The engorged females were subjected to further analysis to the
Laboratdrio de Doengas Parasitarias (LADOPAR) in the Faculdade de Veterinaria of the UFPel.

In vitro assay (Adult Immersion Test)

The adult immersion test (AIT) described by Drummond et al. (1973) was performed.
The population of engorged females of R. (B.) microplus were selected according to their state,
discarding the dead, deformed, altered and hemorrhagic ones. Once the ticks were washed in
distilled water and dried in filter paper, they were weighed and then divided into groups of ten
females with homogeneous sizes and weights (weight difference of + 0.2g). The commercial
synthetic acaricides were diluted in water in accordance with the manufacturer’s
recommendations. For the three oils, six serial concentrations (200, 100, 50, 25, 12.5 and 6.25
mg/mL) were made using 75% ethyl alcohol as solvent. Water and 75% ethyl alcohol were used
as controls groups; it has been previously assessed, these solvents do not interfere in the ticks’
mortality (CHAGAS et al., 2003). Each test was performed in duplicate, and thus there were a
total of 46 groups. Each test group of ten was immersed for five minutes in all cases, i.e. each
diluted acaricide solution, each oil concentration and each control. After immersion, the groups
were dried and dorsally fixed using a double-sided tape, on a previously identified Petri dish.
The Petri dishes were taken for incubation in a BOD incubator, at a temperature of 27 °C (£ 1
°C) and relative humidity higher than 80%, which are the ideal conditions for oviposition. After
14 days of incubation, the fertile egg mass of each group was weighed and collocated in a glass
vial for incubation in a BOD incubator, under the same conditions; after 30 day the egg hatching

analysis was performed.

From these data, the estimated reproduction (ER) and the product effectiveness (PE%)
of the treatments were determinate based on the following formulas, described by Drummond
etal. (1973):

RE = Reproductive efficiency:
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RE = (egg weight X % egg hatching X 20,000)/engorged female weight

PE = Product effectiveness %:

PE = (RE of control group — RE of treated group X 100)/RE of control group

Statistical analysis

The mortality rate among engorged females (%), egg weight (g), hatching rate (%), as
well as the mean efficacy of the products and the oils, were analyzed by means of the Kruskal-
Wallis test and Dunnett’s post-hoc test for multiple comparisons, using the IBM

SPSS software V21. P values < 0.05 were considered statistically significant.

Results and Discussion

The main chemical components, with isolation proportions greater than 1% detected by
gas chromatography-mass spectrometry of the three oils are shown in Table 2. For the essential
oil of C. cyminum L., going from the highest to the lowest proportion, the main chemical
components were: cuminaldehyde (32.66%), y-terpinene (19.87%), B-pinene (15.22%), o-
cymene (14%), 2-caren-10-al (8.54%) and 1-phenyl-1-butanol (8.01%). The extraction yield
for this oil was of 2.5%, which is low.

The cuminaldehyde, y-terpinene and B-pinene have shown insecticidal activity (PARK
et al., 2008; YEOM et al., 2012), as well as a bactericidal activity against Gram-negative and
Gram-positive bacteria (IACOBELLIS et al., 2005). In vitro studies have demonstrated the
inhibitory and toxic effect of cuminaldehyde due to suffocation and inhibition of a variety of
biosynthetic processes that are shown in the beetle’s different development stages, such as an
effect of inhibiting acetylcholinesterase enzymatic activity (CHAUBEY et al., 2008;
ABDELGALEIL et al., 2009). The acaricidal activity shown in R. (B.) microplus tick larvae,
of the essential oil of C. cyminum L., is attributable to the high level of cuminaldehyde
(22.03%), y-terpinene (15.69%) and 2-caren-10-al (12.89%), as well as to minor components,
such as the o-cymene and B-pinene (VELASQUEZ et al., 2011); however, the proportions of
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cuminaldehyde, y-terpinene, B-pinene and o-cymene obtained in this study were higher, which
can explain the acaricidal activity reflected on the results shown in Table 3.

Plants of the same species can vary in the quantity of chemical compounds due to their
interspecific variation and other factors such as seasonality, circadian rhythm, development,
temperature, ultraviolet radiation, water availability, altitude and atmospheric pollution, among
others; this can coordinate or change the rate of production of the secondary metabolites
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Generally, the acaricidal effect of an essential oil is attributed
to the components isolated in higher quantity; however, the activity of the main compound can

be regulated by other components present in minor quantity (CAMPOS et al., 2012).

Based on the reproductive characteristics and product effectiveness with the C. cyminum
L. (cumin) essential oil (Table 3), it is observed that in general, the results were directly
proportional to the concentrations, following a pattern. The highest mortalities of the engorged
females were at concentrations of 200 mg/mL and 100 mg/mL (100% in both), with statistical
difference (p < 0.05) towards the control (ethyl alcohol 75%) which had 5% of mortality; at
concentration of 50 mg/mL, the mortality decreased to 85%, and the lowest mortalities
obtained, were at concentrations of 25 mg/mL, 12.5 mg/mL and 6.25 mg/mL with 45%, 20%
and 20%, respectively; the last two concentrations did not show statistical difference with the
control. In a study done in Mexico, five different concentrations (20%, 10%, 5%, 2.5% and
1.25%) of cumin essential oil were tested in larvae of R. (B.) microplus and in all concentrations
mortality of 100% was shown (VELASQUEZ et al., 2011). However, it is known that larvae
are more sensitive than engorged females, as it has been seen in studies with substances of plant
origin (BORGES et al., 2011), because the cuticle of the tick is formed of an external layer
called epicuticle (made externally of wax and internally of proteins). The layer of wax or lipids
is seen only in R. (B.) microplus from the ecdise of the nymph and in higher amount in the adult
(BALASHOV, 1972; ODHIAMBO, 1982).

Due to the high mortality in the engorged females shown by the two highest
concentrations, no weights of the eggs and egg hatching results were obtained. The egg mass
weights at concentrations of 50 mg/mL and 25 mg/mL were of 184 mg and 464 mg respectively,
showing a negative effect (p < 0.05) on the egg posture, when compared to the control (1360
mg). The concentrations of 12.5 mg/mL and 6.25 mg/mL, did not show any negative effect on

the egg posture regarding the control (p < 0.05), with weights of 1085 mg and 1247 mg
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respectively. It is worth mentioning that at concentrations of 50 mg/mL and 25 mg/mL, the egg
hatching was below 10%, having high negative effect. At concentration of 12.5 mg/mL, the egg
hatching went up to 27.50%, but still indicating a negative effect (p < 0.05). Only the
concentration of 6.25 mg/mL (88.75% of egg hatching) did not presented statistical significance
toward the control (96%), showing a low effect. The cumin essential oil presented high Product
Effectiveness (PE) at concentrations of 200 mg/mL, 100 mg/mL, 50 mg/mL and 25 mg/mL,
with 100%, 100%, 99.58% and 97.34%, respectively, being above the level stipulated in Decree
no. 48 of year 1997 from the Ministerio da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
which states that a product is considered effective as an antiparasitic agent, when the PE is
>95%, having similar results with the Organophosphate-Pyrethroid Association (Table 3), at
concentration of 12.5 mg/mL. The PE decreased to 74.51% and at concentration 6.25 mg/mL
decreased to 18.58%. The effective results obtained in the engorged female mortality and in the
reproductive characteristics, are due to the bioactivity acaricidal effect of the main multiple
chemical compounds and by their high percentage amount showed by the gas chromatography-

mass spectrometry (Table 2).

The obtained results support that this essential oil as an alternative source to control the
cattle tick, delaying the development of resistance; on the other hand, this is only the acaricidal
effect in vitro; additional studies conduct in vivo are necessary, applied as pour-on, on the
animal’s back and/or with aspersion (MARTINS; GONZALEZ, 2007), in order to see if the
lowest acaricidal concentration tested in this study, can cause the same activity, due to the
difficulties related to external environmental conditions (MULLA; SU. 1999). Regarding the
time of storage and conservation of the oil and the seeds, as seen in others plant extracts
(BORGES et al., 2011), as well as to the low yield of the oil, we believe that further studies
testingt other types of extracts of the cumin seeds and other parts of the plants should be done,
identifing the mode of action of the main bioactive compounds and those minor compounds

with synergism, to evaluate their toxicity.

The chromatographic profile of the fixed oil of B. excelsa (Brazil nut), showed as the
major compounds the unsaturated fatty acids. In the polyunsaturated fatty acids, the linoleic
acid (C18:2n6c¢) was the main component with 47.25% and in the monounsaturated fatty acids
was the oleic acid (C18:1n9c) with 30.60%. The extraction yield of the oil was of 69%, which
is high. These results were close to those obtained by Ryan et al. (2006), where they obtained
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42.80% of linoleic acid and 29.09% of oleic acid, as well as those obtained by Venkatachalam
and Sathe (2006), with 45.43% of linoleic acid and 28.75% of oleic acid.

The six different concentrations of the fixed oil of B. excelsa (Brazil nut), did not show
statistical difference with the control (p >0.05) in the mortalities of the engorged females and
on each of the reproductive characteristics, with some of the results not being directly
proportional with the concentrations and with variations on the results between them. In the
mortality of the engorged females, both concentrations of 200 mg/mL and 50 mg/mL showed
25%, the concentration of 12.5 mg/mL had 15%, at concentrations of 100 mg/mL and 12.5
mg/mL the mortality was of 10% in each, the concentration of 6.25 mg/mL, did not present any
mortality in the engorged females. The eggs mass weights were proportional to the mortality of
the engorged females at each concentration. The lower egg mass weight was at concentration
of 200 mg/mL with 937 mg, the concentration of 100 mg/mL showed the lowest egg hatching
(87.50%); however, no statistical difference with the control was seen, having a low effect. The
fixed oil presented the higher PE (39.39%) at the concentration of 200 mg/mL, below the
average established by the MAPA.

The results in the chromatographic profile of the fixed oil of H. annuus (Sunflower
seed), also showed that the unsaturated fatty acids were the main components, with 53.63% of
linoleic acid (C18:2n6c¢) and 35.80% of oleic acid (C18:1n9c). The extraction yield for the oil
was of 61 %. These results were close to those reported by Mandarino (1992), with 50% to 70%
of linoleic acid and 26% to 40% of oleic acid. In general, the differences in the quantities of the
unsaturated fatty acids components of the two fixed oils in this study with those mentioned in

the other studies can be related to the origin and genotype of the nuts and seeds.

The fixed oil of H. annuus (sunflower seed), like the fixed oil of B. excelsa (Brazil nut),
obtained results not directly proportional to the concentrations, only the concetration of 200
mg/mL (25% of mortality) showed a statistical difference with the control, but still was
considered low. At the concentration of 50 mg/mL, the mortality was of 10%, in the
concentrations of 100, 25 and 6.25 mg/mL the mortalities were of 5% and the concentration of
12.5 mg/mL not showed mortalilty. In the fixed oil of H. annuus, the concentration of 200
mg/mL presented the lowest egg mass weight (781 mg) (p < 0.05); also, this concentration
showed the lowest hatching rate with 72.50% (no statistical difference with the control). These

fixed oils presented the higher PE (58.75%) at the concentration of 200 mg/mL, below the
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average established by the MAPA. It is important to establish in both fixed oils the higher PEs
were higher than those obtained by the pyrethroid and the amidine tested in this study.

In general, both fixed oils showed low mortalities, attributed to the fact that the main
components are unsaturated fatty acids (Table 1). Also, they did not have a high acaricidal
activity, like the high mortality effect shown in the essential oil. Also, it can be deduced that
the low mortality was because the fixed oils never evaporate or volatilize completely, remaining
as viscous liquids. Once in contact for a period of time with the tick’s spiracles, where the
normal route for gas exchanges through holes or aeropyles and the ambient air is made
(HINTON, 1967), the demand for oxygen and release of carbon dioxide is not balanced and
excessive water loss occurs, causing suffocation of the tick and consequent dehydratation.
Therefore, the variations of the results between the six diferent concentrations may be due to
several factors such as the time of contact of the oil after the immersion test in the cuticle in
each tick and the misture at dilutions of the oils with the solvent. It is important to menthion
that irregularities in mortality were shown in a study with essential oil in the study by Olivo et
al. (2008), in which citronella oil (0.5% and 1%) was used against engorged adult R. (B.)
microplus females. Thus, the phenomenon of passivation was observed, where the concentrated
product started to be absorbed, but a passivator film began to form, thereby inhibiting passage
of the oil. In such situations, the oil therefore penetrates better when it is more diluted, because
no protective film has formed, causing higher absorption (CHAGAS et at., 2002).

The reproductive indices and PEs obtained from the three commercial acaricides (Table
2), showed that the arganophosphate-pyrethroid association, had the highest (100%) acaricidal
effect in female mortality among the acaricides. The AIT showed that between the three
acaricides, only the organophosphate-pyrethroid association had a product effectiveness of
100%, being above the established by the MAPA. Similar results in Brasil have demonstrated
that the organophosphate-pyrethroid association has higher average efficacy in the properties
(FARIAS et al., 2008; CAMPOS et al., 2005; MACHADO et al., 2014), indicating the
importance of using a combination of active agents in areas where the parasite is resistant to
the active agent in isolation (MACHADO et al., 2014) due to the fact that this association
potentiates the activity and prolongates the useful life of the pyrethroid, improving the
efficiency of the acaricide, having importance but always only if a synergism between the two
drugs (FURLONG et al., 2007).
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The amidine showed a low mortality (25%) on the engorged females, had no negative
effect on the egg mass weight (1110 mg) with no statistical difference with the control (1360
mg). Regarding the hatching percentage, the amidine had 80%, higher than 50%. Despite the
fact that the Amitraz presented statistical difference with the control (88.75%). This does not
means that it had an efficient effect on the hatching. The amitraz, presented low effectiveness
(35.12%), below the level established by the MAPA), corroborating with the results from other
studies conducted in the same region of Brazil (SANTOS et al., 2009; SANTOS et al., 2012;
MACHADO et al., 2014) in which the amitraz lost effectiveness over the years, with
development of resistance due to control failures, such as wrong doses and inadequate drug
applications, thus promoting selection of tick resistance to these chemical molecules (FARIAS
et al., 2008).

The pyrethroid did not showed any mortality on the engorged females, without a
negative effect on the egg mass weight (1480 mg), and with high hatching percentage (92.5%).
Presented the lowest PE (1.50%) among the acaricides; it is important to mention that around
the year 2000, the active agents most often used were derived from pyrethroid molecules
(FARIAS et al., 2008). In Porto Alegre, a strain resistant to cypermethrin was detected (RECK
et al., 2014). In a study conducted by Santos et al. (2012), the highest efficacy presented by
cypermethrin was 88%, below the recommended by current Brazilian legislation. Similar
results were also observed in southern Brazil, where the cypermethrin presented efficacy of
20.7% (6/29) in the study population, with PE ranging between 0% and 100% (CAMILLO et
al., 2009). These results are due to the fact that pyrethroids were widely used and because the
resistance of R. (B.) microplus against pyrethroids is irreversible. Products from pyrethroids
have been replaced by amidines (FARIAS et al., 2008). As mentioned previously, these results
are in agreement with other studies of resistance in Brazil, indicating a high level of resistance
to the active compounds amidine and pyrethroid. It is worth mentioning that in addition to those
synthetic acaricides, in Brazil there is resistance to other active substances that had been present
in recent years in the market, compared to the ones used in this study, such as the macrocyclic
lactones (KLAFKE et al., 2006).
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Conclusions

The essential oil of C. cyminum L., is effective in the mortality of engorged females of
R. (B.) microplus, as well as in the reduction of egg posture and egg hatching, demonstrating
high acaricidal activity (100%), making it an alternative source for the cattle tick control agent,
due to the high content of bioactive biodegradables compounds. However, there is a need for
additional studies, to be conduct in vivo. On the other hand, the fixed oils of B. excelsa and H.
annuus cause low mortality in engorged females and a low acaricidal effect in their reproductive
characteristics; nevertheless, they presented higher acaricidal effect than the amitraz and
pyrethroid. Respecting the acaricides only the association showed higher than the established
by the MAPA.
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Table Captions

Table 1. Acaricides used describing name of the company, trade name of the product, active
ingredient and concentration of the acaricides.

Table 2. Main chemical components of Cuminum cyminum L. (Cumin), Bertholletia excelsa
(Brazil nut) and Helianthus annuus (Sunflower seed) essential oils.

Table 3. Evaluation of the commercial acaricides and of the six different concentrations of the
Cumin essential oil, Brazilian nut and Sunflower seed fixed oils on reproductive

indices of R. (B.) microplus, as well as their Product effectiveness (values are expressed in mean
+SD).



Table 1.

Name of the Trade name Active Concentration

company of the ingredient

product

Fagra Clipatic®* Amitraz 0.125 mg/mL
Biofarm Cyperbio®*  Cypermethrin ~ 0.150 mg/mL
Ourofino Colosso Chlorpyrifos 0.300 mg/mL
FC30®* Cypermethrin ~ 0.150 mg/mL
Fenthion 0.150 mg/mL

*Cyperbio: Batch number: 002/15, Expiration date. Mar/15-Mar/17

*Clypatic: Batch number: 016/14, Expiration date. Ago/14-17
*ColossoFC30: Batch number: 0001/14, Expiration date. Mai/14-16
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Table 2.
Chemical Cuminum cyminum L Bertholletia Helianthus annus
component (%) excelsa (%) (%)
Myristic Acid - 0.044 0.071
Palmitic Acid - 13.467 5.791
Palmitoleic - 0.232 0.073
Acid
Margaric Acid - 0.129 0.039
Steric Acid - 7.741 4.106
Oleic Acid - 30.606 35.805
Linoleic Acid - 47.256 53.638
Linolenic Acid - 0.095 0.043
Arachidic Acid - 0.194 0.244
Gadoleic Acid - 0.07 0.096
Behenic acid - 0.099 0.0866
Lignoceric - 0.065 0.228
Acid
Cuminaldehyde 32.66 - -
y-terpinene 19.87 - -
B-pinene 15.22 - -
O-cymene 14 - -
2-caren-10-al 8.54 - -
1-phenyl-1- 8.01 - -

butanol
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Table 3.
Commercial product Female Egg mass Egg Hatching Product
mortality % weight (mg) % Effectivness
(%)
Amitraz 25.00+£21.23° 1110+0.18 2 80.00+0.0° 35.12
Pyrethtoid 0.00+0.0® 1480+ 0.06 ® 92.50+3.54 2 1.50
Organophosphate- 100.00+£0.0 2 0.00+0.0° 0.00£0.0 ¢ 100.00
Pyrethroid Association
Control Water 5.00+0.0° 1360+0.03 @ 88.75+1.77 @ -
Cuminum cyminum L
6.25 mg/mL 20.00+0.0 P 1247+0.18 @ 88.75+1.77 @ 18.58
12.5 mg/mL 20.00+ 14.14 ¢ 1085+0.32%  27.50+24.75° 74.51
25 mg/mL 45.00+7.07 464+0.02 b° 7.75+3.18 P 97.34
50 mg/mL 85.00+21.21 2 184+0.26 © 1.50+2.12° 99.58
100 mg/mL 100.00+0.02 0.00£0.0 ¢ 0.00+0.0° 100.00
200 mg/mL 100.00+0.02 0.00+0.0 ¢ 0.00£0.0® 100.00
Control Alcohol 5.00+£0.0 ¢ 1360+0.06 ? 96.00+£0.02 -
Bertholletia excelsa
6.25 mg/mL 0.00+0.0° 1437+0.08 @ 91.50+9.19°2 8.16
12.5 mg/mL 10.00+£14.14° 1263+0.25 @ 93.00+0.0 ® 13.96
25 mg/mL 15.00+£7.07 ® 119440.19 @ 92.00+2.83 %2 19.69
50 mg/mL 25.00+35.36 ° 1049+0.46 ? 90.00+7.07 @ 29.96
100 mg/mL 10.00£0.0 ® 1228+0.0 2 87.50+10.61 2 20.91
200 mg/mL 25.00+35.36 ° 937+0.43 % 90.00+7.07 2 39.39
Control Alcohol 5.00+0.0° 1360+0.06 2 96.00£0.02 -
Helianthus annuus
6.25 mg/mL 5.00£7.07 ¢ 1425+0.15 @ 96.00+0.0 4.66
12.5 mg/mL 0.00+0.0 ¢ 1501+0.0 92.00+2.83 % 151
25 mg/mL 5.00£7.07 ¢ 1380+0.15 ® 88.50+4.95 11.31
50 mg/mL 10.00+0.0 ¢ 1298+0.05 @ 92.50+3.54 % 11.48
100 mg/mL 5.00£7.07 ¢ 1230+0.092%  92.50+3.549 16.24
200 mg/mL 25.00+£7.07 ® 781+0.14° 72.50+10.61° 58.75
Control Alcohol 5.0040.0) ¢ 1360+0.062 96.00+0.0 2 -

Common corresponding letters € in a given column indicates no significant differences
(p<0,05)
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6. CONCLUSOES GERAIS

- As propriedades de leite estudadas, situadas em cinco municipios da regido sul do
RS, demostram caracteristicas e métodos favoraveis, para o controle convencional do

carrapato, mas ndo chegam a ter um controle estratégico.

- A dificuldade para controlar R. (B.) microplus com os acaricidas disponiveis nao
depende do grau de instruicdo. As propriedades que tem instalagbes semitecnificadas
(ordenha mecanizada), e aquelas que aplicam carrapaticidas mais de, ou igual a
quatro vezes por ano, apresentam um dificil controle do carrapato, sendo estes

considerados, fatores de risco.

- O perfil quimico dos 6leos foi constituido principalmente por terpenos, onde 0s
principais compostos identificados foram: o cuminaldeido para o cominho, e os acidos

linoleico e oleico para a castanha do Brasil e para a semente de girassol.

- O 6leo essencial de C. cyminum L. (cominho) apresentou um alto poder acaricida
sobre R. (B.) microplus, podendo se tornar uma fonte de alternativa para o controle,
devido ao seu alto conteddo de componentes bioativos, no entanto, existe a

necessidade de estudos adicionais, para serem conduzidos in vivo.

- Os Oleos fixos de B. excelsa (castanha do Brasil) e de H. annuus L. (semente de
girassol) apresentaram baixo poder acaricida, no entanto maior eficacia que o amitraz

e o0 piretroide.

- Os trés acaricidas testados apresentaram variantes com respeito a sua eficacia sobre
a populacdo de R. (B.) microplus, sendo que somente a associacdo de principios

ativos apresentou uma eficacia mais alta do estabelecido pelo MAPA.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

- Recomenda-se o diagndstico precoce da resisténcia dentro das propriedades, em um
estagio de desenvolvimento primario da resisténcia, assim como, a assessoria técnica
ou veterinaria de informac&o aos proprietarios, sobre as falhas no manejo e fatores de
risco dentro das propriedades, apresentadas nesse estudo, que levam a presenca e a
dificuldade no controle de R. (B.) microplus, com o fim de obter um controle estratégico
e prolongar a vida util dos carrapaticidas, indicando o TIA para monitorar e evaluar a

situacao da resisténcia para decidir qual acaricida pode levar ao um melhor controle.
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ANEXO A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do artigo 1

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa que faz parte de um
projeto de doutorado desenvolvido no Programa de Pds-graduagcdo em Parasitologia
no Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), cujo titulo é
“Estudo epidemiolégico do controle do carrapato em gado leiteiro na regiéo sul
do Rio Grande do Sul”.

O objetivo desta pesquisa é conhecer a situacao e percepcao do controle do
carrapato do boi no gado leiteiro da regido sul do Rio Grande do Sul mediante a
realizacdo de um levantamento de dados sobre as possiveis exposicbes de
populacdes resistentes de carrapato no gado leiteiro da regido sul do Rio Grande do
Sul. A partir destes dados, serdo propostas acdes que visam contribuir para o controle

e prevencao do carrapato do boi.

Terd a seguranca de nao ser identificado (a), e que serdo mantidos todos 0s

preceitos éticos e legais ap0s o término da pesquisa.

Na certeza de contar com vosso apoio, desde ja agradeco colocando-me ao

dispor para outros esclarecimentos, se necessario.

Considerando as informacdes acima, confirmo ter informado (a) por escrito e

verbalmente dos objetivos desta pesquisa.

Desta forma, eu ,

responsavel pela propriedade leiteira ,

concordo na utilizacdo dos dados conferidos para a realizacdo desta pesquisa.

Atenciosamente,

Médico Veterinario José Pablo Villarreal Villarreal - Laboratério de Micologia e
parasitologia do Instituo de Biologia

Telefone: (53)30290711 e-mail: pablov_v@hotmail.com

Responsavel pela pesquisa
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