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Introducao

Todas as espécies de carrapatos
de interesse em saude publica e
pecuaria utilizam-se do ambiente para
completar fases de seus ciclos de
vida. A populagédo destes parasitas no
ambiente é notoriamente maior do que
a populacado em fase parasitaria. Cerca
de 95% desses parasitas encontram-se
dispersos no ambiente e, apenas 5%,
fixados nos hospedeiros (Furlong, 2005).

O controle a campo utilizando
acaricidas ndo €& expressivamente
praticado, tanto porfaltade conhecimento
de protocolos que sejam realmente
efetivos para tal uso, como também pela
escassez de produtos comerciais que
tenham indicacao para esta finalidade.

A presséo para o desenvolvimento de
pesquisas visando o emprego de novas
metodologias para combate a campo
destes ixodideos é crescente. Assim,
sdo necessarias metodologias que
avaliem a eficacia dos produtos testados
primeiramente em laboratério e em
condi¢bes controladas de semicampo

(Aradjo et al.,, 2015), visando uma
maior acuracia na validagao desses
protocolos. Na maioria das vezes, os
protocolos partem dos testes in vitro
diretamente para os testes a campo
propriamente ditos, ou sdo feitos em
condicbes de semicampo, porém
sem uma padronizagdo das etapas e
procedimentos.

Sao escassas as descricdes de
metodologias para testes em campo e
semicampo que proponham um modelo
pratico a ser seguido. A aplicagcao
de carrapaticidas no  ambiente,
especificamente nos locais de repouso
dos hospedeiros e de maior infestagdo do
parasita, pode ser uma alternativa eficaz
no manejo integrado visando o controle
do carrapato estrela (Amblyomma
sculptum), diminuindo significativamente
os estagios de vida livre do ciclo deste
artrépode, principal entrave no controle
da Febre Maculosa Brasileira (FMB)
(Labruna, 2008).

Observou-se na literatura que varias
metodologias foram desenvolvidas para
a avaliagdo de produtos em semicampo,



porém nao seguem um padrao definido
para a realizagdo dos ensaios. Com
base nisso, buscou-se padronizar
uma metodologia para a avaliacéo
de produtos acaricidas no controle de
ixodideos, na procura de um modelo
que simulasse as condigdes de campo,
0 mais fielmente possivel.

Bittencourt et al. (2003) avaliaram
o fungo Metharhizium anisopliae
no controle do carrapato bovino
(Rhipicephalus microplus) na pastagem.
Para isso formaram 12 canteiros de
um m?, distribuidos em quatro fileiras
com dois metros de distancia uns dos
outros, em condigdes naturais de campo
aberto, sendo plantadas em cada
canteiro cinco mudas de B. decumbens
e mantidas a altura da graminea a
60 cm. Foram utilizados para cada
bioensaio 12 canteiros, e para cada um
dos trés tratamentos foram utilizados
quatro canteiros distribuidos em sorteio,
sendo cada canteiro infestado com 10
mil larvas de carrapatos (oriundas de
500 mg de ovos). A coleta das larvas
foi realizada sete dias apos a aplicagéao
das suspensbes por meio da técnica
da flanela, colocada sobre o canteiro
durante 15 minutos, sendo feitas duas
contagens, com um intervalo de 15 dias,
para o primeiro e segundo bioensaios, e
trés contagens, com intervalos de uma
semana, para o terceiro bioensaio.

Basso et al. (2005) também
realizaram experimento de semicampo
para avaliagdo do potencial de controle
de larvas de R. microplus pelo fungo M.
anisopliae em pastagens de Urochloa

brizantha e Tifton 85 (Cynodon spp.).
Para isso, em cada uma das duas
pastagens foram preparados 30
canteiros divididos em cinco blocos
(repeticbes), formados por seis canteiros
com um m? de area, dispostos em trés
pares dentro do bloco. Os canteiros
ficaram lateralmente separados por
6,5 m e frontalmente por 10 m. Cada
canteiro teve identificacdo, manutencao
de altura da planta em 25 cm e, em sua
volta, manteve-se uma borda limpa de
1,5 m. Em cada forrageira, 15 canteiros
foram pulverizados com esporos do
fungo e 15 nédo (controles), constituindo
cinco repeticbes de cada tratamento.
Foram infestados artificialmente com
nimero € peso padronizados de
15 fémeas ingurgitadas do acaro. A
aplicacdo da solugdo foi realizada na
concentracdo de 1,8 x 108 conidios
mL' em trés situagbes: pulverizagdo
antes da infestacdo com o carrapato,
apos a infestagdo e, posteriormente,
a emergéncia das primeiras larvas
nas forrageiras. A contagem de larvas
recuperadas foi realizada no 35°, 38°,
41°, 48°, 55° e 61° dia pos-infestagao.

Jordan et al. (2011) realizaram a
supressdo de ninfas dos carrapatos
Ixodes scapularis e Amblyomma
americanum fazendo duas aplicagdes
de acaricidas compostos de produtos
naturais (solugdo aquosa contendo
2% do composto nootkatone) por meio
de pulverizagdo nas areas de mata
infestadas pelos parasitas em regides
de ocorréncia da doengca de Lyme em
Nova Jersey.



Muniz (2018) realizou bioensaios em
condigdes de semicampo utilizando 28
vasos com medidas de 11 cm de altura
e 14 cm de diametro para o plantio de
mudas de Brachiaria ruziziensis. Os
vasos do grupo controle foram mantidos
a distdncia minima de dois metros
dos grupos tratamento e a distancia
de 60 cm de um vaso ao outro, sendo
utilizados para avaliagdo de formulagao
a base de carvacrol no controle de
larvas de R. microplus; fitas adesivas
foram colocadas em volta das bordas de
cada vaso para evitar a fuga das larvas.
A soltura das larvas foi realizada na base
das plantas (numero equivalente a 100
mg de ovos de R. microplus), sendo feita
a aplicacdo das concentragbes-teste
apos 24 horas. Acontagem e a avaliagao
das gramineas foram realizadas 24horas
apos a pulverizagao, para tal, as laminas
de folhas foram cortadas e levadas a
laboratério para contagem das larvas
com auxilio de uma bomba a vacuo.

Silva (2020) realizou teste de
semicampo para avaliacdo da eficacia
de associagbes de Oleos essenciais
sobre larvas de A. sculptum, que foram
colocadas em 24 pequenas parcelas de
capim do género Panicum maximum,
estas medindo aproximadamente sete
centimetros de raio e 50 cm de altura,
espagadas por um metro umas das
outras, sendo divididas em oito parcelas
para cada um dos dois tratamentos e
oito parcelas controle. Cada uma das
parcelas recebeu aproximadamente
500 larvas de carrapato e realizaram
a pulverizagdo apdés uma hora da
infestagdo, com o volume de 35 mL

por parcela. A contagem das larvas foi
realizada 24 horas apds a pulverizacao,
sendo o capim das parcelas cortado e
posteriormente avaliado para contagem
de larvas remanescentes. Também foi
realizado o arraste de flanela branca
nas parcelas apds o corte, conforme
recomendado por Oliveira et al. (2000).

A frequéncia e a eficiéncia da
aplicacdo de acaricidas no ambiente
dependem diretamente do grau de
infestacdo, do local e da frequéncia
de uso das areas pelos hospedeiros
naturais, visto que os mesmos circulam
livremente no ambiente.

O efeito residual do carrapaticida
também ¢é um fator limitante, pois o
uso indiscriminado e sem medidas de
segurancga pode ocasionar contaminagao
ambiental e toxicidade, tanto para
a fauna local quanto para humanos
(Torres; Marcondes, 2008; Araujo et
al., 2015). Dito isto, as aplicagcdes de
acaricidas no ambiente devem ser
criteriosamente avaliadas e planejadas,
visando, principalmente, o controle de
carrapatos que transmitem zoonoses e
sistemas de produg¢ao em situacao critica
quanto a contaminagédo das pastagens
com carrapatos, buscando minimizar
ao maximo os impactos ambientais.
Assim, este trabalho teve por objetivo
sistematizar uma metodologia de testes
de semicampo para a avaliagdo de
produtos acaricidas quimicos, naturais
ou biolégicos no controle de ixodideos
de interesse na saude publica e na
medicina veterinaria de ruminantes.



Material e métodos

Esse trabalho foi oriundo de ensaios
experimentais de projeto Embrapa (SEG
20.18.03.017.00.00), cadastrado no
sistema nacional de gestédo do patriménio
genético e do conhecimento tradicional
associado (SISGEN n° A2B3CAB) e na
Comiss&o de Etica no Uso de Animais
do CPPSE (CEUA n° 01/2019).

e Preparo das parcelas de forrageiras

Os experimentos foram
desenvolvidos no campo experimental
da Embrapa Pecuaria Sudeste, em
Sao Carlos — SP (Latitude: 21°57°42”
(S) Longitude: 47°50°28” (W)). Foram
formadas 36 parcelas de 1 m?de trés
espécies diferentes de forrageiras mais
comumente utilizadas nas pastagens
brasileiras, sendo 12 parcelas de cada
graminea: (I) BRS Zuri, representando o
género Panicum maximum, (Il) Urochloa
(Syn. Brachiaria) brizantha cv. Marandu,
representando o género Urochloa spp
e (lll) Tifton 85, sendo representante do
género Cynodon.

e Distribuicdo das Parcelas

A distancia entre as parcelas e a
distribuicdo destas na area destinada ao
ensaio experimental foram definidas de
acordo comanecessidade de manejodas
forrageiras, a fim de facilitar o manuseio,
a manutencdo e as recuperagdes de
larvas do ambiente, evitando assim

a migragdo de larvas entre parcelas.
Para isso, priorizou-se a distancia entre
parcelas de dois metros, para que
quando as gramineas crescessem, O
corredor ao redor das parcelas ficasse
livre para a circulacdo e manuseio. As
parcelas foram estruturadas em trés
fileiras (uma para cada graminea),
contendo 12 canteiros cada (Figura 1).
O entorno da area destinada a formacéao
das parcelas foi cercado com tela para
evitar a entrada de animais.

A area do experimento foi
previamente preparada com arado
e grade niveladora. Na sequéncia,
as parcelas foram demarcadas com
estacas de madeira para inicio do
plantio, realizado em fevereiro de 2020,
durante a estacao chuvosa. As cultivares
BRS Zuri e U. brizantha cv. Marandu
foram plantadas por semeadura,
utilizando o espagcamento de 20 cm
por linha, totalizando cinco linhas de
plantio dentro de cada parcela e a
semeadura foi realizada nos sulcos com
adubacéo 20-0-20 (NPK). O Tifton 85 foi
plantado por plantio direto de mudas,
utilizando cerca de cinco mudas por
parcela e adubo 20-0-20 (NPK). Apods
as gramineas estabelecidas, foi mantido
0 manejo de capina e/ou aplicagdo de
herbicida nos corredores, além do corte/
desbaste das laterais das parcelas para
evitar a migracao de larvas e facilitar a
circulagao da equipe nas coletas.
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Itynodon ov. Tifton 85 DBrachiaria «v. Brizantha . Panicum maximum cv. BRS Zuri

Figura 1. Croqui exemplificando a
distribuicdo das gramineas e metragem
da area do experimento de semicampo na
Embrapa Pecuaria Sudeste.

As figuras 2, 3 e 4 representam a
demarcacao das parcelas com estacas
de madeira, as gramineas ja plantadas
e a area do experimento cercada, e
0 manejo de capina dos corredores,
respectivamente.

Figura 2. Demarcacdo das parcelas com
estacas de madeira.

Figura 3. Manejo de capina dos corredores
entre as parcelas.

Figura 4. Gramineas em crescimento e
o entorno da area cercada com tela de
mangueiro.

e Variaveis climaticas

As variaveis climaticas foram
acompanhadas em nivel de macroclima
(umidade relativa do ar e temperatura) e
microclima (temperatura e umidade do ar
e do solo dentro das parcelas de capim).
Os dados do macroclima foram obtidos
por meio da estacdo meteoroldgica da
Embrapa Pecuaria Sudeste com as
respectivas coordenadas - Latitude:
21°57°42” (S) Longitude: 47°50°28” (W)
Altitude: 860m. Com base nos relatérios,
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foram obtidas as médias semanais
de temperatura, as temperaturas
maximas e minimas, a umidade
relativa do ar (UR, %), a precipitagéo
(mm3), vento (m/s), radiagéo solar (MJ.
m2) e evapotranspiragdo (Eto/mm).
As informagbes sobre o microclima
foram obtidas a partir de oito sensores
higrometros da marca Prezzi®, modelo
TDR 100, dois para cada grupo tratado e
dois para cada grupo controle, instalados
nas parcelas dos trés tipos de forrageiras.
Os sensores higrdbmetros captavam
informagdes sobre a temperatura e
umidade do solo (expressa em cm?® de
agua/cm?® de solo). Também foram feitas
médias semanais para cada uma das
variaveis.

e Larvas de ixodideos

A quantidade de larvas utilizadas nos
ensaios de semicampo foi padronizada
visandogarantirque as parcelastivessem
quantidades de larvas suficientes até
a ultima das trés coletas previstas no
ensaio. Por isso optou-se pela utilizagéo
de, aproximadamente, 60 mil larvas
de R. microplus e 49,2 mil larvas de A.
sculptum, equivalentes a trés gramas de
postura das teledginas de cada espécie,
com taxa de eclosdo acima de 85%. A
taxa de eclos&o dos ovos incubados na
estufa foi estimada visualmente, sempre
pela mesma pessoa, a fim de evitar viés
na avaliagdo. Os ovos foram incubados
dentro de seringas descartaveis com a
ponta cortada e vedada com algodao. A
incubagéo foi realizada sem iluminacao

para inibir a diapausa das larvas de A.
sculptum e garantir sua viabilidade nos
experimentos.

e Testes in vitro para definicdo
das CL,, a serem utilizadas no
semicampo

Para a definicdo das menores doses
eficazes contra larvas de ixodideos in
vitro, foram realizados Testes de Pacote
de Larvas (TPL), utiizando o método
de diluicao seriada, a fim de detectar a
menor dose de cada produto que pro-
porcionasse 100% de mortalidade das
larvas em laboratério. Apds definidas
as menores doses eficazes em 100%,
estas foram selecionadas para serem
testadas no bioensaio de semicampo.

e Padronizagdo com as solugdes
teste por género de forrageira

Para a definicdo do volume de calda
necessario para a aplicagdo em cada
uma das espécies de capins, foram
realizados testes prévios de vaséo cro-
nometrada das bombas costais elétricas
utilizadas durante o experimento (Fig.
5). A vazdo da bomba foi calculada por
meio de uma simulagdo de aplicagao
com agua, em poténcia maxima, em trés
das parcelas de um m2de cada capim,
em tempo cronometrado, de modo que
avaliassemos o tempo necessario para
que as parcelas ficassem molhadas por
completo. Apds os testes obtiveram-se
os tempos de 10” (segundos) para Tifton
85, 15” para Brachiaria cv Marandu e



Foto: Gustavo A. Sousa

20” para BRS Zuri. Definido o tempo de
aplicagao, foi validado o volume aplicado
dentro deste tempo, utilizando-se uma
proveta de vidro graduada e um croné-
metro nos tempos pré-estabelecidos
para umidificar toda a parcela teste. Os
volumes obtidos foram de 300 mL para
Tifton 85, 450 mL para Brachiaria cv.
Marandu e 600 mL para BRS Zuri, sen-
do os respectivos volumes suficientes
para molhar toda a superficie das trés
forrageiras em um m2de area (Figura 5).
Com base nesses volumes, foram cal-
culadas e preparadas as diluicbes dos
produtos a serem testados no ensaio de
semicampo.

cronometrada

Figura 5.
das parcelas do controle negativo (agua)
utilizando bomba costal elétrica.

Pulverizagao

e Recuperagcdo das larvas nas

parcelas
A recuperacdo das larvas nas
parcelas foi realizada segundo

Sonenshine; Roe (1993) nos dias 4, 7
e 10 do experimento, utilizando-se um

pano branco (tipo flanela de algodao)
de 80 x 80 cm para captura das larvas
em cada parcela. O pano era fixado
com fita crepe em uma haste de bambu
de, aproximadamente, 1,5 metros, a
fim de facilitar sua passagem sobre a
extremidade do capim de modo a evitar
que as larvas subissem nos membros da
equipe de coleta (Figura 6).

o AL

Figura 6. Coleta das larvas na extremidade
do capim utilizando flanela branca.

Os tecidos foram colocados em sa-
cos plasticos transparentes de 70 x 50
cm, identificados com o nimero de cada
parcela, e entdo levados ao laboratério
para congelamento em freezer (-20 °C)
e posterior contagem das larvas.

e Contagens das larvas

Apds o congelamento e morte das
larvas, os sacos plasticos contendo os
panos foram abertos sobre uma bancada
branca, a fim de facilitar a visualizagao

Foto: Gustavo A. Sdusa
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e separagao das larvas, bem como a
remocao de residuos de vegetacgao,
fragmentos de solo e outros insetos
que eventualmente se aderiam ao pano
no momento da coleta. As contagens
das larvas foram feitas manualmente
utilizando bomba a vacuo com uma
ponteira e filtro acoplada para a sucgao
individual das larvas e contagem com
auxilio de contadores manuais (Figura 7).

Figura 7. Contagem manual das larvas
utilizando bomba a véacuo.

e Avaliacdo de ecotoxicidade das
formulagbes acaricidas

Alguns dos produtos avaliados
(acaricidas ou inseticidas) podem
ter caracteristica off label, ou seja,
ter seu potencial acaricida avaliado
para o controle de ectoparasitos que
nao constavam em sua bula, ou, pelo
menos, n&o foi registrado inicialmente
para controle ambiental. Com isso, foi
proposta neste trabalho uma avaliagao
de impacto ambiental in vitro utilizando-
se a mortalidade de Caenorhabditis
elegans como modelo experimental.

e Ensaio de toxicidade com C.
elegans

O C. elegans é um nematoide de
vida livre no solo. Ele alimenta-se de
bactérias e é encontrado principalmente
em habitats ricos em microrganismos,
como material em decomposigcéo (ex:
plantas), mas também em sedimentos
de agua doce, ricos em nutrientes.
Testes de toxicidade com C. elegans
sdo usados para avaliar a toxicidade
de amostras aquosas, sedimentares
e de solo, utilizando parametros de
toxicidade, alteragdes de crescimento e
de reprodugéo.

e Testes preliminares

Os individuos adultos de C. elegans
foram sincronizados 24 horas antes
da realizagdo do ensaio. As larvas
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de C. elegans com 24 horas de vida
foram entdo suspensas em meio EPA
previamente autoclavado. Em cada
placa teste foram adicionados pelo
menos 10 organismos, sendo registrado
0 numero inicial por placa. As placas
foram incubadas a 20°C no escuro,
em estufa incubadora com fotoperiodo.
O numero de individuos vivos apds a
exposicao aos produtos acaricidas ou
inseticidas em cada placa foi avaliado
apos 24 horas. Os valores obtidos
foram usados como norteadores para os
valores das concentragbes empregados
no ensaio cronico.

e Ensaio de toxicidade crbnica

Os ensaios foram conduzidos em
placas descartaveis de poliestireno
com 24 pogos com capacidade de
aproximadamente 2,5 mL cada. Em
cada pogo foram colocados pelo menos
10 individuos J2 (C. elegans juvenis de
segundo estagio), além de suspensao
de E. coli OP50-1 (alimento) em meio
EPA e a suspensao C. elegans em todos
0s pogos. Em seguida, adicionados
500 pL das diferentes solucdes testes
dos antiparasitarios (acaricidas e/
ou inseticidas) e colocado apenas o
meio de crescimento nos pogos de
controle, preparando quatro pogos
por concentragdo dada, totalizando
no minimo 40 organismos por
concentracao-teste. As concentragdes
usadas (mg.L') seguiram as CL99
determinadas nos testes de Pacote de
Larvas. As placas foram mantidas em

sala com temperatura controlada ou
BOD. A exposi¢cao foi realizada num
periodo de 96 horas a uma temperatura
controlada de 20 + 1°C, no escuro. Apos
96 horas de exposicao, foi adicionado
0,5 mL da solugdo de Rosa Bengala
(300 mg.L") em cada pocgo.

A seguir, as placas com tampa foram
aquecidas em uma estufa de secagem,
durante 10 minutos, a 80°C para finalizar
o teste. O uso de Rosa Bengala e
aquecimento foram usados para facilitar
a mensuracdo dos organismos. As
amostras foram armazenadasem 8 +2°C
graus até o respectivo processamento
em até oito semanas.

Os seguintes parametros foram
avaliadosdeacordocomISO10872:2010:
ISO 10872:2010 - International
Organization for Standardization. 2010.
Water quality—Determination of the
toxic effect of sediment and soil samples
on growth, fertility and reproduction of
Caenorhabditis elegans (Nematoda)
Geneva, Switzerland.

Recuperagcado: apdés 96 horas, o
numero de individuos adultos em
cada pocgo foi contado e foi calculada
a recuperagao por meio da divisao
do numero de adultos pelo numero
de organismos introduzidos no inicio
do teste e multiplicados por 100. A
recuperacao deve estar entre 80 a 120%.
Fertilidade: foi determinada a presenca
de um ou mais ovos no interior do corpo
de cada individuo exposto com o auxilio
de um microscépio no aumento de 25
vezes. Foi calculada a porcentagem



de fertilidade dividindo-se o numero
de organismos testes com ovos em
relagdo ao numero total de organismos
recuperados multiplicados por 100. A
fertilidade deve ser maior que 80%.

Também foi avaliado o crescimento.
Para tanto, o comprimento do corpo dos
individuos adultos expostos foi medido
em uma lamina de microscopio com
escavacgao sob camera Optika 4083B3
acoplada a estereomicroscopio. Para
isso, foi usada uma escala de medida
com aumento de seis vezes com auxilio
do software Optika View. O comprimento
médio do corpo foi calculado para
cada réplica avaliada da diferenga do
comprimento do corpo médio medido ao
final e o comprimento médio do corpo de
30 individuos J2 no inicio do teste.

e Analise estatistica

Indicamos que os dados dos
experimentos de semicampo sejam
submetidos a uma analise de variancia
pelo Procedimento Mixed do SAS
(SAS Institute, 2016), considerando
nos modelos os efeitos de Tratamento,
Dia e a interagdo TRAT*DIA, seguindo
uma estrutura de split-plot com medidas
repetidas no tempo (DIA). Na selegéo da
melhor estrutura da matriz de variancia e
covariancia, deve-se adotar o critério de
informagdo Smaller is Better - Akaike’s
Information  Criterion  (AIC). Para
comparagao multipla de médias usa-se
o teste de Tukey (adjust Tukey), ao nivel
de significdncia de 5%.

1"

Consideragoes finais

Asistematizacdo da metodologia aqui
proposta obteve sucesso na avaliagao do
efeito acaricida de diferentes compostos
quimicos em diversas forrageiras, sendo
de facil execugao e praticidade durante
0s experimentos, proporcionando maior
reprodutibilidade nos resultados e
aproximacéo da realidade do ambiente a
campo. Foram determinados os volumes
das solugdes antiparasitarias de acordo
com as caracteristicas de cadaforrageira.
Além disso, também se realizou o
estabelecimento do numero de larvas de
R. microplus e de A. sculptum, de forma
que a contagem posterior fosse viavel. O
monitoramento do microclima em cada
forrageira também foi um diferencial
da presente sistematizagdo. Esse
modelo experimental mostra-se como
um norteador para experimentos em
condigbes de semicampo, visto que na
literatura sdo escassas as metodologias
padronizadas e recomendadas para
este tipo de bioensaio.
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