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RESUMO

SILVA, Diego Dias da. Influéncia do volume de uma formulagéo pour-on de fipronil na
eficacia sobre Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus sanguineus em cées. 2014. 59p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Curso de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Veterinarias, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Tendo em vista que a relacéo entre diversos componentes de uma formulagdo pode interferir
positiva ou negativamente na acdo do principio ativo, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar a influéncia do volume de formulacdo pour-on contendo fipronil empregado em caes,
mantendo-se a dose preconizada do principio ativo, sobre a eficacia contra Ctenocephalides
felis felis e Rhipicephalus sanguineus. Para isso, foram utilizados 24 cées divididos em quatro
grupos: controle, o qual permaneceu sem tratamento, e 0s grupos tratados A, B e C,
medicados com 1,34mL, 2,68mL e 5,36mL de solucdo contendo 10,7%, 5,3% e 1,8% de
fipronil, respectivamente. Cada cdo foi infestado dois dias antes do tratamento e
semanalmente apds 0 mesmo com 100 exemplares adultos ndo alimentados de C. f. felis e 50
adultos ndo alimentados de R. sanguineus, mantendo-se, para ambos, igual proporcao entre 0s
sexos. A avaliacdo de eficicia imediata ocorreu dois apds o tratamento e as avaliacdes de
eficacia residual foram realizadas semanalmente, sempre 48 horas ap0s as infestacdes. Para
tal, procedeu-se a retirada e contagem das pulgas e carrapatos, por catacdo manual e/ou
método “comb-test” e os calculos de eficacia efetuados pela da férmula de Abbott. O grupo
tratado com 5,36mL de solucdo de fipronil apresentou eficicia contra R. sanguineus superior
a 90% por 28 dias, sendo superior aos grupos medicados com 1,34mL e 2,68mL, 0s quais
apresentaram-se protegidos contra reinfestacdes por um periodo de 21 dias. Nas duas
avaliacOes semanais subsequentes o maior volume manteve-se superior aos demais, mesmo
ndo atingindo niveis satisfatérios de protecdo. Eficacia residual acima de 95% contra C. f. felis
foi obtida por até 35 dias pelos trés volumes testados. Apesar das eficacias pulguicidas
inferiores a 95% obtidas no quadragésimo segundo dia apds o tratamento, os volumes de
2,68mL e 5,36mL apresentaram-se superiores ao volume de 1,34mL. Conclui-se, portanto,
gue o aumento do volume aplicado de solucdo pour-on de fipronil em cdes, mantendo-se a
dose preconizada do principio ativo, elevou significativamente sua eficacia residual contra C.
f. felis e R. sanguineus, evidenciando que simples alteraces nas formulacGes ectoparasiticidas
topicas podem alterar de forma significativa o grau de protecdo fornecido.

Palavras-chave: Fenilpirazole. Volume. Eficécia.
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ABSTRACT

SILVA, Diego Dias da. Influence of the volume of a pour-on formulation of fipronil on
the effectiveness against Ctenocephalides felis felis and Rhipicephalus sanguineus in dogs.
2014. 59p. Dissertation (Master Science in Veterinary Sciences,). Curso de Pos-Graduacao
em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2014.

Given the relationship between various components of a formulation can positively or
negatively interfere with the action of the active ingredient, the present study aimed to
evaluate the influence of the volume of pour-on formulation containing fipronil used in dogs,
maintaining the recommended dose of active ingredient, on the effectiveness against
Ctenocephalides felis felis and Rhipicephalus sanguineus. For this purpose, 24 dogs were
divided into four groups: control, which remained untreated, and treated groups A, B and C,
medicated with 1.34 mL, 2.68 mL and 5.36 mL of a topical solution containing 10.7%, 5.3%
and 1.8% fipronil, respectively. Each dog was infested two days before treatment and weekly
after that with 100 samples of non-fed adult C. f. felis and 50 non-fed adults of R. sanguineus,
keeping for both, equal sex ratio. The evaluation of immediate efficacy occurred two days
after treatment and residual efficacy assessments were performed weekly, always 48 hours
after each infestation. To this purpose, was proceeded the removal and counting of fleas and
ticks, by manual grooming and/or by comb- test method, and the calculation of the efficacy
made by Abbott’s formula. The group treated with 5.36 mL of 1.8% fipronil solution showed
efficacy against R. sanguineus greater than 90% for 28 days, higher than groups treated with
1.34 mL and 2.68 mL of 10,7% and 5,3% fipronil solutions, which presented protection
against re-infestation for 21 days period. In the two subsequent weekly assessments the
highest volume remained superior to the others, although not reaching satisfactory levels of
protection. Residual efficacy above 95% against C. f. felis was obtained up to 35 days by the
three tested volumes. Despite fleacide efficacy less than 95% obtained in the 42° day after the
treatment by all tested volumes, the 2.68 mL and 5.36 mL volumes were superior than 1.34
ml volume. It is concluded that the increased volume of topically solution of fipronil applied
in dogs, maintaining the recommended dose of the active ingredient, increased its residual
efficacy against C. f. felis and R. sanguineus, showing that simple changes in ectoparasiticide
topical formulations may significantly modify the degree of protection provided.

Key words: Phenylpyrazole. Volume. Efficacy.

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Formula das solucdes de fipronil empregadas no experimento.....................

Tabela 2. Divisdo dos cdes nos grupos de acordo com 0 peso, Sexo e contagem
preliminar de carrapatos. Concentracdo e volume de solugéo de fipronil recebido por
(07= 1o o (1] o Lo T OSSR SPSURSS

Tabela 3. Teor de fipronil das solucBGes teste empregadas no estudo em analise
realizada em equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).........

Tabela 4. Dose de fipronil esperada e recebida por cada Ca0...........ccoecervereeseeriesennne.

Tabela 5. Contagens individuais de pulgas (Ctenocephalides felis felis), adultas e
vivas, recuperadas através do método “comb-test”, dos animais dos grupos controle e
tratados com os diferentes volumes em teste ao longo do periodo experimental............

Tabela 6. Contagens individuais de carrapatos (Rhipicephalus sanguineus), adultos,
vivos e fixados, recuperados através do método “comb-test” e pela coleta manual, dos
animais dos grupos controle e tratados com os diferentes volumes em teste ao longo
do periodo eXPerimental............coiiiiiieii e e

21

23

26



LISTA DE FIGURAS

Pagina
Figura 1: Fases de desenvolvimento de Ctenocephalides felis felis...........cccccoovviviiinene, 3
Figura 2. Estagios Imaturos e Adulto de Rhipicephalus sanguineus ndo alimentados 5
Figura 3. Estrutura Quimica do Fipronil. A: formula esquelética; B: formula de bolas e
varetas. Adaptado de Jackson et al. (2009)..........cccoueiiiiieiiieiicc e 12
Figura 4. Modo de ac¢éo do fipronil. Adaptado de Beugnet e Franc (2012)...................... 12
Figura 5. A: Migracdo do fipronil a partir do local de aplicacdo; B: Distribuicdo das
moléculas de fipronil na glandula sebacea e sobre a pele e pelos. Adaptado de Fischetti
(2001) vttt bRttt bbb R e nes 13
Figura 6. Tubo de vidro, fechado com TNT, contendo 50 casais de Ctenocephalides
felis felis apoiados em tira de papel FIltro..........coooviiiiiicie 16
Figura 7. Seringa de pléstico vedada com rolha de algoddo contendo 25 casais de
RNIPICEPNAIUS SANQUINEUS. .....cueiuieiiieite ettt st esre e sre e 17
Figura 8. Seringas plasticas com a quantidade administrada das solugdes teste. A: 1,34
mL de fipronil 10%; B: 2,68 mL de fipronil 5%; C: 5,36 mL de Fipronil 2,5%............... 17
Figura 9. Cronograma do tratamento, das infestagBes e avaliaces de eficacia das
solucdes teste contra Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus sanguineus.................. 20
Figura 10. Curva de calibracdo do padrdo obtida através da analise das solucgdes-
padrdo de fipronil por cromatografia liquida de alta eficiéncia.............ccccoceevveiieiicenn, 21
Figura 11. Distribuicdo da dose fornecida de fipronil (mg/Kg) por grupo experimental;
A édrea demarcada representa janela terapBULiCa..........ccccvvveeeeeieerierese e, 22
Figura 12. Numero médio de pulgas (Ctenocephalides felis felis) vivas recuperadas
dos animais do grupo controle e dos grupos tratados com diferentes concentragdes de
fipronil ao longo do periodo experimental............cccoooiiiiiiiiiiic e, 25
Figura 13. Eficacia pulguicida para a espécie Ctenocephalides felis felis dos diferentes
volumes administrados de solucao de fipronil €M CEeS........cccocvvviriiiiniiiii e, 27
Figura 14. Numero médio de carrapatos (Rhipicephalus sanguineus) adultos, vivos e
fixados recuperadas dos animais do grupo controle e dos grupos tratados com
diferentes concentragdo de fipronil ao longo do periodo experimental................cceeee... 28
Figura 15. Eficacia carrapaticida para a espécie Rhipicephalus sanguineus dos
diferentes volumes administrados de solugao de fipronil em Caes..........c.ccoceverivnininnnne. 30



BOD
CEUA
CLAE
CRs
DAPP
DPA
e.g.

El

ER
FAPUR
Felv

GABA
i.e.
\V4

LQEPV

m2

mg

mL
g.s.p.
RCA’s
SRD
TNT
UFRRJ
UR

pL

LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS E SIMBOLOS

Camara climatizada com demanda biogquimica de oxigénio
Comité de ética de uso animal

Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Complexo Rhipicephalus sanguineus
Dermatite Alérgica a Picada de Pulgas
Departamento de Parasitologia Animal

Do latim exempli gratia — Por exemplo
Eficicia imediata

Eficacia residual

Fundacdo de Apoio a Pesquisa da UFRRJ
Virus da Leucemia Felina

Grama(s)

Acido y-aminobutirico

Do latim id est — Isto é

Instituto de Veterinaria

Quilograma(s)

Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria
Metro

Metro(s) quadrado(s)

Miligrama(s)

mililitro(s)

Quantidade suficiente para

Reguladores de crescimento de artropodes
Sem raca definida

Tecido-ndo-tecido

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Umidade relativa

Microlitro

Xi



2.1

2.2

2.3
231
2.3.1.
2.3.3
2331

3.1
3.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2
3.5
3.6
3.7
3.8

4.1
4.2

ANEXO

SUMARIO

Pagina

INTRODUGAO........ooiiiieieeeeteee ettt 1
REVISAO DE LITERATURA . ......coooveteeeeceeee e 2
Ctenocephalides felis felis.........cooiiiiiiicii e 2
Rhipicephalus SANQUINEUS...........c.ccveiiveieiiesie e 5
Controle de Ectoparasitos em animais de companhia.............cc.cccvenen. 8
Controle de Ctenocephalides felis felis..........ccccoevieiiieiiiiieiicie e, 9
Controle de Rhipicephalus SanguUINeUS..............coovviieiieieneieienesieias 9
Inseticidas e acaricidas topicos usados no controle de ectoparasitos... 10
FIPIONTL.coiie e 11
MATERIAL E METODOS.......cooiiiteeeeeeeeeeees e, 15
ASPECLOS ELICOS. .......voieeeeectseces ettt en ettt 15
Localizago do EStUO..........ccoveieieieieiicceeeeee e 15
Selecdo, Alojamento e Manejo dos ANIMAIS.........cccceevveveereceesieenenn, 15
Manutengéo das Coldnias dos Ectoparasitos Utilizados nos Testes..... 15
Colénia de Ctenocephalides felis felis..........ccoveiiiiieiieiiiiciicce, 15
Colonia de Rhipicephalus SangUINEUS............cccoverierieneienesiniesieeeenes 16
Preparo das solucGes EXPerimentais............cccceeveeeeieevesieseenie e 17
Delineamento Experimental do Teste de Eficacia.............ccccccvvrvrennne. 18
Analise das Concentracdes das Solucdes Experimentais...................... 20
Célculo da Eficécia e Analise de Dados..........cccovverveereneienenieieeene, 24
RESULTADOS. ...ttt 25
Eficacia das Formulacdes Sobre Ctenocephalides felis felis................ 25
Eficacia das Formulagbes Sobre Rhipicephalus sanguineus................ 28
DISCUSSAO.........oiiiiiieisiise st 31
Eficacia das solucBes-teste contra Ctenocephalides felis felis e

Rhipicephalus SANQUINEUS...........coeiiiiiirieieieee e 31
CONCLUSAO........oiiieieiseisiee st 35
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cooooiniinininrneeeiesienene 36

Declaragio do Comité de Etica de Uso Animal............c.cooevvevevenennnes, 47



1 INTRODUCAO

Dentre os artropodes que atuam como ectoparasitos do cdo doméstico (Canis
familiaris), destacam-se a pulga Ctenocephalides felis felis e o carrapato Rhipicephalus
sanguineus.

Além da espoliacdo sanguinea e do grande incébmodo causado pelo prurido que
provocam em seus hospedeiros, estes ectoparasitos, geralmente associados a dermatite,
comprometem a salde dos cdes em diferentes graus, dependendo da sua nutri¢do, estado
imunolégico e intensidade do parasitismo, podendo, em casos extremos, levar a morte do
animal.

Adicionalmente, estes ectoparasitos também podem atuar como vetores bioldgicos,
mecanicos e hospedeiros intermediarios de agentes patogénicos, transmitindo, através de sua
picada, fezes ou ainda pela ingestdo do ectoparasita, cestddeos, riquétsias, protozoarios,
bactérias e virus, que causam doencas graves ndo somente em cdes, mas também em
humanos. Assumem, portanto, papel de grande relevancia ndo somente no ambito médico
veterinario, mas também em salde publica.

Técnicas empregadas para o controle bem sucedido de pulgas de animais e seus
ambientes diferem em alguns aspectos das medidas utilizadas para o controle do carrapato.
De modo geral, as estratégias para o tratamento e prevencdo de infestagdes desses parasitos
envolvem a utilizacdo ocasional ou regular de drogas antiparasitarias, o que sublinha a
necessidade de investigacdo na procura de novos compostos ou formulagdes melhoradas que
fornecam um maior periodo de protecdo contra reinfestacdes e reducdo do potencial de
toxicidade para os animais domésticos e para 0 homem.

Encontram-se disponiveis no mercado diversos grupamentos quimicos para o controle
de C. f. felis e R. sanguineus. No entanto, os métodos de controle quimico mais
corriqueiramente utilizados, e que merecem maior destaque, incluem o emprego dos
reguladores de crescimento de artropodes (RCA’s) e/ou substéncias adulticidas com
prolongado poder residual nos hospedeiros e no ambiente, tal como o fipronil.

O fipronil é um inseticida/acaricida da classe dos fenilpirazois, usado extensivamente
como praguicida agricola, tendo sido introduzido no mercado veterinario em meados dos anos
1990. Encontra-se disponivel somente sob a forma tépica de administracdo, sozinho ou aliado
a outras classes inseticidas. Ao ser aplicado topicamente, 0 mesmo é sequestrado pelas
glandulas sebéaceas e € gradualmente liberado. Devido a sua propriedade lipofilica, a molécula
permanece ativa nos animais mesmo guando submetidos a banhos ou expostos a chuva.

Nos produtos a base de fipronil disponiveis no mercado para animais de companhia, a
concentracdo do principio ativo nas formulagGes topicas “spot-on” é constante, havendo
diferenca somente no volume a ser empregado, ajustando-se de acordo com a faixa de peso do
animal a ser tratado.

Tendo em vista que a relagédo entre diversos componentes de uma formulacdo podem
interferir positiva ou negativamente na a¢do do principio ativo contido na mesma, o presente
trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do volume de uma formulagdo pour-on de
fipronil empregado em cées sobre a eficacia contra C. f. felis e R sanguineus, mantendo-se, no
entanto, a dose preconizada do principio ativo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ctenocephalides felis felis

Vulgarmente conhecidos como pulgas, 0s insetos pertencentes a ordem Siphonaptera
sd0 importantes ectoparasitos que acometem mamiferos e aves. Dentre as mais de 2500
espeécies e subespécies conhecidas, 62 ja foram descritas no Brasil, com destaque as espécies
do género Ctenocephalides, que apresentam a maior distribuicio mundial e elevada
prevaléncia em cédes e gatos (DRYDEN; RUST, 1994; LINARDI; GUIMARAES, 2000;
RUST, 2005; DURDEN; HINKLE, 2009; LINARDI, 2011).

Morfologicamente estes ectoparasitos sao apteros, pequenos (2,0 - 3,0 mm em média), de
coloragéo castanha, achatados lateralmente, com as pernas posteriores adaptadas ao salto e o
corpo revestido por cerdas voltadas para tras. A maior parte das espécies conhecidas apresenta
ctenidios (do grego ‘“ctenos” que significa ‘pente’) que sdo cerdas mais robustas e
esclerotizadas que auxiliam na fixacdo e locomocéo das pulgas entre os pelos dos hospedeiros
(LINARDI, 2011).

Das 13 espécies e subspécies pertencentes ao género Ctenocephalides, apenas C. canis
e C. f. felis s&o encontradas no continente sul-americano. No entanto, C. f. felis aparenta ser
mais adaptavel que C. canis, pois infesta uma maior variedade de hospedeiros, tendo por isso,
distribuicdo mais ampla. (DRYDEN; RUST, 1994; LINARDI; GUIMARAES, 2000).

No Brasil, C. f. felis ja foi relatada parasitando bovinos, cdes domésticos, cachorros-
do-mato, lobos-guard, iraras, gatos domésticos, jaguatiricas, gatos-do-mato, raposas, quatis,
oncas, guaxinins, gambas, cuicas, lebres, furdes, macacos, ratos, preas, porquinhos-da-india,
capivaras, esquilos, tatds, tamanduds, corujas, caprinos e inclusive o homem (BEZERRA et
al.,, 2010; LINARDI; SANTOS, 2012). Fora do Brasil, existem ainda relatos do seu
parasitismo em cavalos, pbneis, ursos, linces, galinhas, ovinos, coalas e lagartos (DRYDEN,;
RUST, 1994; YERUHAM; ROSEN; BRAVERMAN, 1996; SIAK; BURROWS, 2013).

Biologicamente, C. f. felis, bem como as demais pulgas, podem ser classificados como
holometabolos (i.e. realizam metamorfose completa), apresentando habitos hematdfagos
somente na fase adulta. O aparelho bucal dos adultos € do tipo sugador-pungitivo, com o
repasto sanguineo sendo exercido por ambos os sexos, sendo nas fémeas, importante nao
somente para a nutricdo, como também para a maturacdo ovariana e posterior oviposicao
(LINARDI, 2011).

O ciclo biolégico de C. f. felis compreende as seguintes fases de desenvolvimento:
ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1).

Os ovos, de coloracdo branco-perolada, apés serem depositados pelas fémeas sobre 0s
hospedeiros, caem no substrato, acumulando-se nas areas onde estes animais costumam
dormir ou descansar (BYRON, 1987; DRYDEN; RUST, 1994). Ap06s um periodo de
incubagdo, que varia de um a seis dias dependendo da temperatura e umidade relativa,
eclodem as larvas, vermiformes, esbranquicadas e apodas (LINARDI, 2011). Com aparelho
bucal mastigador, desenvolvem-se se alimentando de detritos organicos, fezes e ovos de
pulgas adultas (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

As larvas apresentam vida livre, porém sdo extremamente sensiveis ao calor e
dissecacédo, permanecendo protegidas sob as fibras de carpetes ou ainda sob a grama, galhos e
pedras. Nestas condi¢des, passam por duas mudas num periodo de cinco a onze dias, antes de
entrarem em um curto estagio denominado pre-pupa. Neste estagio, o terceiro instar larvar
produz uma seda esbranquicada e pegajosa, a qual se reveste de detritos do ambiente (e.g.
areia, pelos e poeira), formando um casulo, no qual ocorre a metamorfose para a fase de pupa



e posteriormente, para a fase adulta (DRYDEN; RUST, 1994; BLAGBURN; DRYDEN,
2009).
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Legenda: A: adulto; B: ovo; C: Pupa; D: larva
Figura 1: Fases de desenvolvimento de Ctenocephalides felis felis..

Os adultos comegam a emergir dos casulos dentro de cinco a 13 dias, mas podem
permanecer quiescentes dentro destes por mais de 140 dias, dependendo das condigcOes
externas, até o surgimento de estimulos (e.g. calor, diéxido de carbono ou pressdo mecanica)
que indiqguem a proximidade do hospedeiro (DRYDEN; RUST, 1994; BLAGBURN;
DRYDEN, 2009) .

As pulgas adultas podem sobreviver por varios dias antes de realizarem seu primeiro
repasto sanguineo, sendo o tempo de sobrevivéncia diretamente proporcional a umidade
relativa (DRYDEN, GAAFAR, 1991).

As pulgas iniciam sua alimentacdo segundos apds subirem no seu hospedeiro
vertebrado. A cépula, no entanto, ocorre entre oito e 24 horas ap6s o inicio do repasto
sanguineo. Cada pulga fémea pode consumir 13,6 uL. de sangue por dia, 0 que equivale a
15,15 vezes o seu proprio peso (DRYDEN; GAAFAR, 1991). Enquanto se alimentam, as
pulgas adultas excretam grande quantidade de sangue parcialmente digerido, formando
pellets, que ao cairem no substrato, servem de fonte nutricional as larvas (BLAGBURN;
DRYDEN, 2009).

Entre 24 e 36 horas apos o inicio da alimentacdo, as pulgas fémeas iniciam a producéo
de ovos. Cada fémea pode produzir até 50 ovos por dia, chegando a ovipdr mais de 1300 em
um intervalo de 50 dias, podendo a producdo de ovos perdurar por mais de 100 dias. A
maioria dos ovos € liberada no final da escotofase (i.e. periodo escuro de um ciclo
claro/escuro), coincidindo em geral com as horas de sono da maioria dos hospedeiros
(DRYDEN, 1989; RUST, 1992).



O ciclo biologico de C. f. felis pode ser completado tdo rapido quanto 12 dias, bem
como prolongado por mais de 174 dias, a depender das condi¢gdes ambientais, principalmente
da temperatura e umidade relativa. Entretanto, sob as condi¢cbes normalmente encontradas no
ambiente doméstico, este ciclo leva em torno de trés a oito semanas (SILVERMAN; RUST,
1985; BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

Os hospedeiros podem adquirir a infestacdo ao passar em locais onde ha a presenca de
formas imaturas e consequentemente de adultos recém-emergidos. Podem ainda contrai-la
através de transferéncia horizontal de exemplares adultos entre hospedeiros, através da
proximidade, seja por frequentarem o mesmo ambiente ou ainda pela predacdo de um
hospedeiro infestado. Em ambas as formas supracitadas, as pulgas podem atuar como vetores
de patdgenos a seus hospedeiros, inclusive aos humanos, tendo, portanto, sua importancia
atribuida ndo somente na Medicina Veterinaria, como também em saude publica (RUST,
1994).

As trés maneiras conhecidas de transmissdo de patdgenos por pulgas sdo: pela
inoculacdo, através de regurgitacdo de refeicbes de sangue (e.g. Rickettsia felis), pela via
fecal, através da inoculagdo de fezes de pulgas contaminadas através de abrasdes da pele (e.g.
Bartonella henselae) ou ainda pela ingestdo de pulgas infectadas (e.g. Dipylidium caninum)
(BITAM et al., 2010).

De acordo com a ecologia dos patdgenos que transmite, C. f. felis desempenha
diferentes papeis como vetor. Ele serve como um vetor bioldgico para espécies como R. felis,
qgue pode ser naturalmente mantido dentro de uma populacdo de pulgas por transmissdo
vertical (WEDINCAMP; FOIL , 2002), ou como um vetor mecénico para espécies como B.
henselae, que parecem estar restrito ao limen do intestino das pulgas . Esta diferenca também
se reflete nos mecanismos pelos quais os patdgenos sdo transmitidos para os mamiferos, com
a transferéncia de espécies de Rickettsia que ocorre diretamente pela inoculacdo através da
picada da pulga, enquanto B. henselae € transferido indiretamente pela inoculacdo de fezes de
pulgas infectadas através de abrasdes da pele. Pode ainda transmitir patégenos das quais sdo o
hospedeiro intermediario, tal como Dipylidium caninum, quando ingeridas pelo hospedeiro
definitivo (e.g. cées e gatos) (FOIL et al., 1998; SHAW et al., 2004).

Dentre os agentes etioldgicos que podem ser transmitidos aos animais e/ou humanos
por C. f. felis, destacam-se o filarideo Acanthocheilonema reconditum, os cestdides D.
caninum e Hymenolepis nana, e as bactérias Rickettsia typhi (agente de tifo murino), R. felis
(agente da rickettsiose felina), Bartonella spp. (incluindo B. henselae, o agente doenca da
arranhadura do gato), Mycoplasma haemofelis (agente da micoplasmose felina) e Yersinia
pestis (agente da peste bubdnica) (BLAGBURN; DRYDEN, 2009). Séo ainda incriminadas
como possiveis transmissores do Virus da Leucemia Felina (FelV) (VOBIS et al., 2003a,
2003b).

Foram também descritos diversos endossimbiontes (e.g. Amebas, Gregarinas,
Wolbachia sp., Leishmania chagasi, Dirofilaria immitis, Leptomonas ctenocephali, Nolleria
pulicis, Nosema ctenocephali, Rickettsia burnetii, Spirochaeta ctenocephali e Trypanosoma
lewisi), sendo alguns deles patogénicos ao homem e/ou animais, assinalando que mais
estudos devem ser realizados para elucidar o papel de C. f. felis na transmissdo destes agentes
(AVELAR et al., 2007).

Além da possibilidade de transmissdo de patdgenos, picadas de pulgas adultas levam a
reacdo de hipersensibilidade e irritacdo da pele em decorréncia da inoculagdo de material
antigénico proveniente das glandulas salivares do parasito (DRYDEN; RUST, 1994; SIAK;
BURROWS, 2013). Ao redor de cada picada, surgem papulas e o inicio do prurido ocorre em
minutos. A exposicdo a repetidas picadas induz, em cdes e gatos suscetiveis, uma condi¢do
denominada Dermatite Alérgica a Picada de Pulgas (DAPP), sendo a afeccdo dermatoldgica
veterinaria mais comum no mundo (SOUZA, 1997; SIAK; BURROWS, 2013). Cédes que
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desenvolvem DAPP podem apresentar, dentre outros sinais clinicos, alopecia, eritema,
escoriagdes, papulas, crostas e intenso prurido, que em muitos casos pode culminar com
autotraumatismo (TRAVERSA, 2013).

Uma intensa infestacdo pode ainda levar a quadros de anemia ferropriva,
principalmente quando ocorre em filhotes ou animais de pequeno porte, ja tendo sido relatada
em cdes, gatos, bezerros, cordeiros e cabritos (DRYDEN; RUST, 1994).

Finalmente, tendo em vista que o clima quente e itmido é um fator benéfico para o
desenvolvimento de pulgas, sugere-se que o aquecimento global modifique a distribuigéo
deste ectoparasito, bem como das doencas por ele transmitidas, principalmente em direcao as
zonas temperadas (BYGBJERG; SCHIZGLER; KONRADSEN, 2009).

2.2 Rhipicephalus sanguineus

Sdo reconhecidas, atualmente, 899 espécies de carrapatos, incluidas em trés familias:
Nuttalliellidae, Argasidae e Ixodidae, sendo estas compostas por uma, 195 e 703 espécies
respectivamente (BARKER; MURRELL, 2004; DANTAS-TORRES et al., 2012). O Brasil
conta com uma fauna de 65 espécies, das quais 21 pertencem a familia Argasidae e 44 a
familia Ixodidae (DANTAS-TORRES, et al., 2012; MARTINS et al., 2014). O género
Rhipicephalus, dentre os membros da familia Ixodidae assume posicdo de destaque,
principalmente por sua distribuicdo cosmopolita, elevada capacidade vetorial e significativas
perdas econémicas decorrentes do seu parasitismo (DANTAS-TORRES, 2008).

Devido sua relevancia em medicina veterinaria e importancia em saude publica, R.
sanguineus (Figura 3) € um dos ixodideos mais bem estudados. Além disso, é o carrapato
mais difundido no mundo, sendo encontrado desde a latitude 50° Norte até a 35° Sul
(DANTAS-TORRES, 2008).

Originalmente foi chamado de Ixodes sanguineus por Latreille (1806), que o
descreveu como "Vermelho sangue, pontilhado, com trés linhas impressas posteriormente;
sem nenhum ponto anterodorsal de distin¢do toracica”, em traducédo livre. Segundo Walker,
Keirans e Horak (2000), R. sanguineus compreende um complexo de espécies que possuem
caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas intra e interespecificas muito semelhantes, chamado
de Complexo Rhipicephalus sanguineus (CRs), cujo posicionamento taxonémico ainda é
muito dificil de ser determinado por caracteristicas fenotipicas.
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Legenda: A: ovo; B: larva; C: ninfa; D: adulto.

Figura 2: Estagios Imaturos e Adulto de R. sanguineus nao alimentados



Vulgarmente chamado de “carrapato marrom do cdo” ou “carrapato dos canis”, R.
sanguineus tem como principal hospedeiro o cdo, embora ja tenha sido descrito parasitando
outras espécies, tais como: capivaras, coelhos domésticos, camelos, gatos, bovinos, bufalos,
jumentos, cavalos, cervos, ouricos, quatis, coiotes, lobo-guara, cachorro-do-mato, caprinos,
ovinos, ledes, hienas, javalis, girafas, porcos-da-terra, zebras, avestruzes, lebres, lagartos e
inclusive o homem (WALKER; KEIRANS; HORAK, 2000; GUIMARAES et al., 2001;
MILLER et al., 2001; LABRUNA, 2004; DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006;
DANTAS-TORRES et al., 2010). Pode ainda parasitar aves que se alimentam no solo (e.g.
pombos), as quais podem assumir um importante papel na disseminacdo mecanica deste
ectoparasito, sobretudo em ambientes urbanos (SZABO et al., 2008; LUZ et al., 2012;
SZABO et al., 2012).

De origem africana, foi recentemente descrito mumificado fixado a um céo, datado
entre o século 1V a.C. e IV d.C., encontrado em escavacdes realizadas no sitio de El Deir, no
Egito (HUCHET et al., 2013). Foi introduzido no continente americano durante a
colonizacao, juntamente a seu principal hospedeiro (SZABO et al., 2005).

No Brasil, R. sanguineus sensu stricto é o Unico representante do CRs e segundo
Aragdo (1936), apresentava distribuicdo limitada a alguns estados brasileiros no inicio do
século XX, tendo distribuicdo cosmopolita ja na década de 30. Atualmente, ocorre em toda a
regido neotropical, sobretudo nas areas urbanas e acometendo aproximadamente 30% dos
cdes (FACCINI; BARROS-BATTESTI, 2006; GUGLIELMONE et al., 2010).

Biologicamente, R. sanguineus tem desenvolvimento do tipo trifasico, ditropico, sendo
as formas adultas exofilicas e as imaturas endofilicas, evoluindo habitualmente nos locais
onde os hospedeiros se refugiam. Todavia, em ambientes urbanos e peri-urbanos, onde vivem
em estrita dependéncia de seu hospedeiro canino, o ciclo alimentar manifesta-se
essencialmente de forma monotropica e endofilica, alojando-se tanto as formas imaturas
quanto as adultas nos canis ou proximas a estes (SILVA et al, 2006).

O ciclo biolégico de R. sanguineus compreende as seguintes fases de
desenvolvimento: ovo, larva, ninfa e adulto, sendo as trés ultimas ativas e dependentes do
repasto sanguineo para desempenho pleno de suas funcdes biolégicas (FACCINI; BARROS-
BATTEST]I, 2006).

Os ovos, apds depositados por fémeas adultas ingurgitadas, passam por um periodo de
incubacdo que pode variar entre seis e 23 dias, originando larvas que quando eclodidas,
buscam avidamente por um hospedeiro (DANTAS-TORRES, 2008), podendo sobreviver no
ambiente por aproximadamente 250 dias (GODDARD, 1987). Ao se fixar em um hospedeiro,
as larvas, bem como as ninfas e adultos, alimentam-se, sobretudo de sangue, mas também de
linfa e restos tissulares da derme e/ou epiderme, por um periodo de trés a sete dias
(LABRUNA, 2004). Uma vez ingurgitadas, as larvas se desprendem do hospedeiro,
preferencialmente no periodo diurno (PAZ; LABRUNA; LEITE, 2008), realizando no
ambiente, dentro de cinco a 15 dias, a ecdise para o estagio de ninfa (DANTAS-TORRES,
2008).

As ninfas ndo alimentadas, as quais podem sobreviver no ambiente por até seis meses
(GODDARD, 1987), sobem em um novo hospedeiro, alimentando-se por um periodo entre
trés e onze dias. Posteriormente desprendem-se, quando ingurgitadas, realizando assim como
as larvas, a muda no ambiente, em periodo que varia entre nove e 47 dias (DANTAS-
TORRES, 2008).

Os adultos surgem da ecdise de ninfas ingurgitadas, os quais sdo 0s Unicos a
apresentar dimorfismo sexual (LABRUNA, 2004) e que podem sobreviver por até 19 meses
sem alimentacdo (GODDARD, 1987). Estes, ao encontrarem um novo hospedeiro, podem
passar de cinco a 21 dias se alimentando, periodo no qual ocorre a cépula (DANTAS-
TORRES, 2008).
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Os machos permanecem sobre o hospedeiro por varios dias ou semanas, nao
aumentam nitidamente de tamanho, e podem fertilizar vérias fémeas durante este periodo
(LABRUNA, 2004). Segundo Dantas-Torres (2010), sugere-se que 0s machos desempenhem
outro papel além do reprodutivo, uma vez que ha descrigdo desses machos aumentando o
desempenho alimentar de estagios imaturos, mais especificamente, os das ninfas (RECHAV;
NUTTALL, 2000).

Apos alimentadas e fertilizadas, as fémeas ingurgitadas, ao desprenderem-se do
hospedeiro, buscam no ambiente locais seguros para passar pelo periodo de pré-oviposicao,
que pode durar entre trés a 14 dias (DANTAS-TORRES, 2008). Ninfas e fémeas adultas
alimentadas destacam-se de seus hospedeiros predominantemente no periodo noturno (PAZ;
LABRUNA,; LEITE, 2008), coincidindo, em geral, com o periodo de sono do hospedeiro.

Uma fémea ingurgitada pode chegar a pesar 250 mg e ovipor entre 2.000 e 4.000 ovos
em postura ininterrupta que dura até 18 dias (GODDARD, 1987; DANTAS-TORRES, 2008).
O numero de ovos estéd diretamente correlacionado com o peso da fémea (KOCH, 1982). Os
ovos sao depositados em locais escondidos, como rachaduras e fendas nas paredes, entre as
rochas e, por vezes, em buracos no solo (DANTAS-TORRES, 2010).

As fémeas necessitam de um abrigo para proteger a si mesmas e suas descendéncias,
ja que representam uma presa féacil para predadores, tais como alguns artrépodes (SAMISH;
ALEKSEEV, 2001) e aves (GUGLIELMONE; MOSA, 1990). Geralmente, tais abrigos
encontram-se préximos aos locais de descanso do hospedeiro, sendo este um comportamento
estratégico que facilita o encontro entre as larvas recém-eclodidas e seu primeiro hospedeiro.
Ao completar a oviposicéo, a fémea morre (DANTAS-TORRES, 2008).

Em condicGes laboratoriais, o ciclo biolégico de R. sanguineus pode ser completado
entre 63 e 91 dias. A campo, a duragdo deste ciclo depende das condigbes ambientais,
ocorrendo menos de duas geragGes/ano em algumas regides enquanto em outras, como na
regido centro-oeste brasileira, podem ocorrer mais de quatro geragdes/ano (LOULY et al.,
2007; DANTAS-TORRES, 2008).

Rhipicephalus sanguineus exibe, segundo Dantas-Torres (2010), um comportamento
de caca a seu hospedeiro, muito embora possa utilizar-se de estratégias de emboscada para
alcancar sua vitima. Segundo este mesmo autor, tal comportamento é derivado da coevolugédo
sofrida por ambas as espécies envolvidas na relagdo parasito-hospedeiro.

Recentemente, foi demonstrado que R. sanguineus se utiliza de substancias
eliminadas pelo hospedeiro, também chamadas de cairoménios (e.g. CO,) ou até mesmo de
sons de latido na busca de seus hospedeiros (LOULY et al., 2007). Mais recentemente, Louly
et al. (2010) relataram diferencas no comportamento de caca de R. sanguineus expostos a
cairomonios de diferentes racas caninas.

A intensidade de infestacdo, assim como a prevaléncia de R. sanguineus em cées pode
variar amplamente, tanto geografica como sazonalmente (DANTAS-TORRES, 2010). Soares
et al. (2006), em estudo realizado em Minas Gerais, encontraram maior prevaléncia e
intensidade média de infestacdo em cées criados em quintais gramados, quando comparados a
cdes criados em apartamento. Outros estudos revelam ainda maior infestagdo por R.
sanguineus em cdes durante a estacdo seca ou ainda em cdes de &reas urbanas, quando
comparados aqueles de area rural (LABRUNA et al., 2005; SILVEIRA; PASSOS; RIBEIRO,
2009).

Outro fator que pode influenciar a intensidade de infestacdo € a idade do hospedeiro
(DANTAS-TORRES et al., 2009). O prejuizo causado pelo parasitismo tende a ser mais
intenso em cdes jovens, podendo estes desenvolver anemia severa, especialmente se
albergarem algum agente transmitido por carrapatos, como por exemplo, Babesia canis
(KORDICK et al., 1999). Infesta¢cdes macicgas por R. sanguineus podem ainda culminar com a
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inoculacdo de neurotoxinas nos caes parasitados, originando quadros de paralisia por
carrapatos (OTRANTO et al., 2012).

Além do incbmodo e da espoliacdo sanguinea que podem acarretar a seus hospedeiros,
R. sanguineus é responsavel ainda pela transmissdo de uma gama de agentes infecciosos aos
cdes. Segundo Chomel (2011), o carrapato € o principal transmissor de agentes infecciosos
aos animais. A pratica do hematofagismo em diferentes hospedeiros, em cada fase evolutiva,
aliado a capacidade de transmisséo transestadial e transovariana de patdgenos, € o que permite
a transmisséo de agentes infecciosos de um hospedeiro a outro. Além disso, R. sanguineus
adultos podem ainda trocar de hospedeiro mesmo apoés iniciada a alimentagdo, favorecendo
ainda mais a sua capacidade vetorial (LITTLE;, HOSTETLER; KOCAN, 2007). Ao
alimentarem-se, 0s carrapatos provocam uma acdo traumatica, lesando tecidos e vasos
sanguineos, ndo somente ingerindo sangue, mas também regurgitando grande quantidade de
saliva, sendo esta a principal via de inoculacdo de patogenos (MASSARD; FONSECA,
2004).

Diversos agentes infecciosos podem ser transmitidos por R. sanguineus aos animais,
incluindo Anaplasma platys, Ehrlichia canis, Rickettsia rickettsii, R. conorii, R. massiliae, B.
canis vogeli, Theileria equi, T. annulata, Acanthocheilonema spp. e Hepatozoon canis
(DANTAS-TORRES, 2008; CHOMEL, 2011; DANTAS-TORRES; CHOMEL; OTRANTO,
2012). Recentemente tem sido investigado o papel de R. sanguineus na transmissdo da
leishmaniose visceral canina, causada por Leishmania spp. (COUTINHO et al., 2005; PAZ et
al., 2010), no entanto, segundo Dantas-Torres (2008), mais estudos sdo necessarios para
confirmar tal suspeita.

Aos humanos, existe a possibilidade de transmissdo de R. rickettsi e R. conori, agentes
etioldgicos da Febre Maculosa das Montanhas Rochosas e do Mediterraneo, respectivamente
(ROZENTAL et al., 2002). Uma condicdo essencial para tal situacdo € o parasitismo humano
por este carrapato, ja relatado no Brasil e ocasionalmente em outras partes do mundo,
especialmente no sul da Europa, Estados Unidos da América e América Central (DANTAS-
TORRES; FIGUEREDO, 2006). Segundo Uspensky (2009), R. sanguineus pode demonstrar,
sob determinadas circunstancias, agressividade aos humanos.

Estudos sugerem a influéncia do aquecimento global no comportamento dos
carrapatos, favorecendo a ocorréncia de casos de parasitismo humano e, por conseguinte, a
transmissdo de patdégenos (PAROLA et al., 2008).

2.3 Controle de Ectoparasitos em Animais de Companhia

Os programas que visam a eliminacao bem sucedida de pulgas e carrapatos de animais
de estimacdo e seus ambientes diferem em alguns aspectos e geralmente envolvem uma
combinacdo de diferentes estratégias (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

As medidas de controle de ectoparasitos devem basear-se no conhecimento sobre a
biologia e ecologia dos mesmos (FOURIE; KOK; PETER, 2000). Portanto, A adocdo de
medidas utilizando-se produtos quimicos no animal e/ou no ambiente somente deve ser
empregada apés utilizacdo de métodos de prevencdo cujo objetivo é criar condicGes
desfavoraveis ao desenvolvimento de populacGes de pulgas e carrapatos (PEREIRA, 2012).

Deste modo, um programa eficiente de controle de pulgas e carrapatos deve visar ndo
somente a eliminacdo dos parasitos dos animais de estimacdo, mas tambem do ambiente.
Segundo Dantas-Torres (2010), a populacéo de carrapatos fora do hospedeiro é muito maior
que aquela encontrada sobre ele. Quanto as pulgas, estima-se que 95% da populagédo
encontrem-se no ambiente, enquanto que somente 5% estdo efetivamente sobre os animais
(LINARDI; GUIMARAES, 2000).



2.3.1 Controle de Ctenocephalides felis felis

Tradicionalmente, acredita-se que um controle eficaz de pulgas deve envolver ndo
somente o tratamento do animal infestado, mas também o de todos 0s animais contactantes,
bem como a realizacdo de um completo controle ambiental, seja quimica ou mecanicamente.
Os lugares onde o animal passa a maior parte de seu tempo terdo o maior nimero de ovos
depositados e por este motivo, as medidas de controle devem ser concentradas nesses locais.

Cabe ressaltar, dentro desse contexto, que sem a eliminacdo das fases imaturas em
desenvolvimento e das pulgas recém-emergidas no meio ambiente, é improvavel que qualquer
programa de controle seja bem sucedido (DRYDEN; NEAL; BENNETT, 1989). Para tanto, a
ado¢do de medidas tais como limpeza constante do ambiente, uso de aspiradores de pd nos
tapetes, almofadas, moveis e lavagem da cama utilizada pelos animais podera diminuir a
populacdo de formas imaturas e eventualmente de adultos recém-emergidos de C. f. felis
(BLAGBURN; DRYDEN, 2009). Além disso, pode-se fazer uso de pentes apropriados ou
ainda da catagdo manual para o controle mecéanico das pulgas adultas (LINARDI,
GUIMARAES, 2000).

Segundo Dryden e colaboradores (1989), nos ambientes, o controle mecénico deve
preceder o uso de qualquer inseticida. Varios compostos podem ser utilizados para o
tratamento ambiental, porém, sua eficicia vai depender de fatores tais como temperatura,
umidade, taxas de aplicacdo, formulacdo, material da superficie a ser tratada e cepa da pulga.
No entanto, de acordo com Rust (2005), com a descoberta e introducdo no mercado de novos
compostos inseticidas, ocorrida nos Ultimos anos, somente o tratamento do animal infestado
pode ser suficiente para um completo controle de C. f. felis.

2.3.2 Controle de Rhipicephalus sanguineus

Da mesma forma que ocorre com as pulgas, falhas nos programas de controle de R.
sanguineus sdo atribuidas, muitas vezes, a uma compreensdo inadequada da biologia e
ecologia do parasito (DRYDEN, 2009).

O controle de carrapatos e das doencas a eles associadas € complexo, devido a
capacidade destes parasitarem multiplas espécies, a permanéncia de fases imaturas no
ambiente e a sua alta capacidade reprodutiva. As infestaces podem ser controladas pela
utilizacdo de acaricidas, visando eliminar larvas ninfas e adultos dos hospedeiros e de seus
recintos (DRYDEN; PAYNE, 2004).

O controle mecéanico de carrapatos, com a remog¢do manual dos mesmaos, so é eficaz se
0 animal apresentar poucos parasitos sobre o corpo (HABIF, 1996). Enquanto que a
eliminacdo eficaz de grandes populacbes de carrapatos exige uma estratégia de controle
integrado, de modo a proporcionar uma queda efetiva das populagdes-alvo, com o uso de
abordagem que incluem o uso de metodos quimicos e ndo-quimicos (DANTAS-TORRES,
2008).

Como somente 5% dos carrapatos encontram-se sobre o hospedeiro, 0 uso de
acaricidas no ambiente, no qual o cdo vive, faz-se, muitas vezes, necessario. Todavia, a
eficacia do tratamento ambiental dependera de fatores, tais como: grau de infestacdo, a
presenca de infestacbes em areas vizinhas, o efeito residual do acaricida e das condi¢fes
ambientais (DANTAS-TORRES, 2008).

Para o tratamento de cdes, estdo disponiveis no mercado diversos grupamentos
quimicos, nas mais variadas formas de aplicacdo, tais como sprays, sabonetes, shampoos,
coleiras impregnadas, imersdes, e formulagdes em p6 e “spot-on” (GARRIS, 1991). Em
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geral, o uso de ectoparasiticidas em cées é eficaz para eliminar as infestacbes e para evitar
reinfestacdes durante um determinado periodo de tempo. Portanto, a frequéncia necesséria de
tratamento vai depender do grau de infestacdo e da duracdo do efeito residual do acaricida
(DANTAS-TORRES, 2008).

Diversos estudos apontam para uma nova perspectiva no controle de R. sanguineus.
Dentre eles estdo o uso de produtos naturais (e.g. extrato de nim) ou ainda controle biolégico
através de fungos entomopatogénicos (e.g. Metarhizium sp.) (GARCIA; MONTEIRO;
SZABO, 2004; KIRKLAND; WESTWOOD; KEYHANI, 2004; DE LA FUENTE; KOCAN,
2006; DE LA FUENTE et al., 2006; FERNANDES et al., 2010; FERNANDES;
BITTENCOURT; ROBERTS, 2012; PERINOTTO et al., 2012).

O desenvolvimento de vacinas efetivas contra R. sanguineus, no entanto, progride
lentamente (NUTTALL et al., 2006). Segundo Dantas-Torres (2008), isto se deve a aparente
inabilidade dos cdes em desenvolver imunidade contra carrapatos e ao elevado custo do
desenvolvimento deste tipo de pesquisa.

2.3.3 Inseticidas e acaricidas topicos usados no controle de ectoparasitos em animais de
companhia

O tratamento e prevencdo de infestacOes por ectoparasitas em animais de companhia
envolvem o uso ocasional ou regular de antiparasitarios topicos. Este é considerado o
principal segmento do mercado farmacéutico pet, movimentando bilhfes de délares anuais
(ROTHEN-WEINHOLD; DAHN; GURNY, 2000; CAPANEMA et al., 2007).

Historicamente, as formulagdes para o controle de ectoparasitas (i.e. xampus, talcos,
spray, etc), atuavam por, no maximo, alguns dias, ja que eram inevitavelmente removidos
pelos animais (e.g. pelo fato de se lamberem) ou ainda lavados pela chuva ou banho. No
entanto, nas Ultimas décadas, foram desenvolvidos novos métodos para prolongar a liberacdo
de agentes terapéuticos por maiores periodos de tempo, sendo estes produtos, em sua maioria,
destinados aos animais de companhia (ROTHEN-WEINHOLD; DAHN; GURNY, 2000).

Aos grandes animais, esta tecnologia é encontrada sob a forma de brincos
impregnados. Dentre as apresentacdes disponiveis para animais de companhia, os produtos
que apresentam maior eficacia residual sdo as coleiras impregnadas e 0s produtos “spot-on”.
As coleiras possuem como vantagens a facil aplicacdo e longo periodo de eficacia,
dependendo do ativo utilizado. A base principal desta tecnologia é a incorporacdo de uma
substancia ativa numa matriz plastica. A incompatibilidade entre o plastico e o farmaco,
liquido e/ou solido, forca a substancia ativa a migrar para a superficie da coleira, permitindo
que seja disponibilizada na pele e no pelo do animal, eliminando assim os parasitas. A
principal desvantagem deste tipo de produto é a necessidade de dias para se obter uma alta
eficaicia (ROTHEN-WEINHOLD; DAHN; GURNY, 2000; ESTRADA-PENA; REME,
2005).

Por sua vez, os produtos “spot-on” consistem em pequenos volumes de uma solugéo
com elevada concentracdo, aplicados diretamente sobre o dorso do animal e que fornecem
protecdo por pelo menos um més. A capacidade de permanéncia destes produtos depende
exclusivamente das propriedades das substancias ativas e dos excipientes que promovem a
aderéncia do farmaco a pele, resistindo inclusive a chuva e banhos. As vantagens dos
produtos “spot-on” incluem a velocidade com que iniciam sua atividade ectoparasiticida e a
facilidade de aplicacio (ROTHEN-WEINHOLD; DAHN; GURNY, 2000; TANCREDI,
2009; BEUGNET; FRANC, 2012)

Os medicamentos ectoparasiticidas evoluiram ndo somente na forma com que séo
aplicados, mas também a partir da descoberta de novos principios ativos. Grupamentos
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quimicos tradicionais (e.g. organofosforados e carbamatos) foram superados por novos
compostos, que incluem os neonicotindides, oxadiazinas, spinosinas e 0s RCA’s (TAYLOR,
2001; BEUGNET; FRANC, 2012). Estes novos grupos proporcionam nao somente uma
atividade inseticida/acaricida satisfatoria, mas também apresentam menor toxicidade aos
mamiferos, sendo por isso, considerados mais seguros (HOVDA; HOOSER, 2002).

Dentre 0s novos grupamentos, encontram-se o0s fenilpirazéis, uma classe
inseticida/acaricida conhecida desde 1985 (SALGADO; SCHNATTERER; HOLMES, 2012).
Sua atividade inseticida foi descoberta independentemente pela Bayer Ag e pela May&Baker,
uma subsidiaria da Rhéne-Poulenc Ag Company (posteriormente Bayer CropScience),
responsavel pelo langamento do fipronil, como praguicida agricola em 1993. Desde 2003, no
entanto, a BASF detém os direitos sobre a patente para a producéo e venda de produtos a base
de fipronil em muitos paises. Contudo, no Brasil, pode ser encontrado em produtos
ectoparasiticidas disponibilizados pela Merial (e.g. Frontline®, Topline®) e pela CEVA Santé
Animale (Fiprolex®) (SCHNATTERER, 2012; TINGLE et al., 2003).

Seu uso agricola esta licenciado para uso em culturas de algoddo, arroz, eucalipto,
soja, amendoim, cevada, feijdo, milho, pastagens, sorgo, trigo, cana-de aglUcar e batata
(BRASIL, 2012a), sendo encontrado em produtos praguicidas ofertados pela BASF (Regent®
800 WG e Standak® Top), Ourofino (SingularBR®), Nortox (Fipronil Nortox® 800 WG),
dentre outras. Tem ainda aplicacdo domissanitaria, sendo comercializadas sob a forma de
iscas formicidas, por empresas tais como a BASF (Blitz® NA) e Citromax (Formixax®) ou
ainda como preservantes de madeira, pela BASF (Plydor® 200 SC e Termidor® 25 CE).

O piriprol, outra molécula da classe dos fenilpirazdis, foi recentemente inserida no
mercado brasileiro, destinado a animais de companhia, pela Novartis (Prac-tic®). O grupo dos
fenilpirazois conta ainda com outras moléculas, tais como Etiprole, Vaniliprole, Acetoprole,
Pirafluprole e Flufiprole, das quais somente a primeira encontra-se no mercado brasileiro
(Curbix® 200 SC - Bayer CropScience), sendo, no entanto, destinada ao combate de pragas
em culturas de cana-de-aclcar e arroz, estando as demais ainda em fase de pesquisa e
desenvolvimento (SCHNATTERER, 2012).

2.3.3.1 Fipronil

O fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluormetil) fenil]-4-[(trifluormetil) sulfinil]-
1Hpirazol-3-carbonitrila) ¢ a mais reconhecida e importante molécula do grupo dos
fenilpirazois (TINGLE et al., 2003). Sua estrutura quimica encontra-se representada na Figura
3.

Trata-se de um inseticida e acaricida de largo espectro, comercializado para uso no
controle de pragas agricolas (e.g. lepidopteros, ortopteros, coledpteros, etc), baratas, formigas,
e para o controle de ectoparasitos de animais domésticos e de producdo (e.g. pulgas,
carrapatos, piolhos e acaros) (TINGLE et al., 2003).

Seu modo de acdo ndo segue as mesmas vias bioguimicas dos ectoparasiticidas
classicos (e.g. bloqueadores de canais de sodio e inibidores da colinesterase), aos quais ja
houve desenvolvimento de resisténcia (AAJOUD; RAVANEL; TISSUT, 2003;
GUNASEKARA; TROUNG, 2007). Ele atua interferindo nos canais de cloro conectados a
receptores do &cido y-aminobutirico (GABA), o principal neurotransmissor inibitério do
sistema nervoso central de insetos e mamiferos. Ao inibir ndo-competitivamente a ligacédo
deste neurotransmissor, blogueia consequentemente a abertura dos canais e influxo do ions
cloreto (CI) nos nervos (Figura 4). Tal acdo acarreta em excitagdo neural excessiva, paralisia
severa e morte do artropode (BLOOMQUIST, 1996, 2003; AAJOUD; RAVANEL,; TISSUT,
2003; BEUGNET; FRANC, 2012;; CASIDA; DURKIN, 2013).
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Figura 3: Estrutura Quimica do Fipronil. A: formula esquelética; B: férmula de bolas e
varetas. Adaptado de Jackson et al. (2009).

Quando aplicado sobre os animais para controle de ectoparasitos, o fipronil possui
ampla margem de seguranga clinica. Devido, principalmente a diferengas estruturais entre
receptores GABA de invertebrados e mamiferos, exibe especificidade bem maior pelos
receptores de insetos, sendo, portanto, bem menos toxico para seus hospedeiros. Além disso,
sua biodisponibilidade no plasma, quando aplicado topicamente, atinge um maximo de 5%,
devido a permeabilidade limitada através do estrato corneo. Isso significa que a hipotese de
toxicidade sistémica é reduzida (HAINZL; CASIDA, 1996; PAYNE et al., 2001; HOVDA;
HOOSER, 2002; BRAYDEN, 2003).

Fasc 1 cr Fipronil interrompe

a inibi¢do da
excitagdo neuronal

‘%‘%@”Na Na*

% ha

Estimulagdo da
c¢lula nervosa
(influxo de Na®)

Rcccptor\ F 1pr0m.1 .mlbe nao
GABA ou competitivamente
Glutamato ¢ os canais de CI

Figura 4. Modo de agéo do fipronil. Adaptado de Beugnet e Franc (2012).

Mais recentemente foi descoberto que o fipronil inibe também a abertura dos canais de
cloro vinculados a receptores de glutamato, os quais estdo presentes nos invertebrados, porém
ndo nos mamiferos, o que também pode explicar a maior toxicidade desta molécula aos
insetos quando comparada a seus hospedeiros vertebrados (RAYMOND; SATTELLE, 2002;
NARAHASHI et al., 2010).
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Existem no mercado brasileiro alguns produtos a base de fipronil destinados ao
controle de ectoparasitos em animais domesticos. Dentre eles destacam-se o Frontline® Top
Spot™, Frontline® Spray™ (Merial), Effipro® (Virbac Sadde Animal) e Fiprolex® Drop
Spot™ (CEVA Santé Animale), destinados a cdes e/ou gatos. Existe disponivel também em
associacdo com outras bases, como um analogo do horménio juvenil dos insetos, o metoprene
(Frontline® Plus Top Spot™: Merial), assim como na unido deste uUltimo com uma
formamidina, o amitraz (Certifect™: Merial). Ainda ndo disponivel no mercado nacional,
existe ainda em combinagdo com a permetrina, uma molécula com elevado poder repelente,
pertencente a classe dos piretroides (Effitix® Topical Solution for Dogs™: Virbac Animal
Health).

Os produtos “spot-on” contendo fipronil utilizam um sistema de disponibilizacdo de
droga altamente sofisticado, com base no principio de liberacdo controlada para 0 meio de
dispersdo (i.e. secrecdes sebaceas). A droga € sequestrada pelas glandulas sebaceas na pele do
animal (Figura 5B), sendo gradualmente liberada a partir destes reservatorios, durante um
periodo de tempo, em concentracfes suficientemente elevadas para matar 0s ectoparasitos
(DENENBERG; BUNCH, 2000; BRAYDEN, 2003; DRYDEN).

Em um estudo utilizando fipronil marcado radioativamente, aplicado em cées beagle
via topica (“spot-on”), Cochet et al. (1997) provaram que este se concentra na camada de
queratindcitos e ainda que foi possivel detectar sua presenca em locais distantes do local de
aplicacdo, o que confirma a baixa biodisponibilidade e indica a propagacdo da droga através
da superficie corporal do animal. A difusdo do fipronil a partir de seu local de aplicacdo
(Figura 5A) é atribuida a um processo chamado translocacdo, que consiste numa difuséo
passiva através das secrecOes sebaceas presentes nos pelos e na pele (TANNER et al., 1997).

A B

Figura 5. A: Migracdo do fipronil a partir do local de aplicacdo; B: Distribuicdo das
moléculas de fipronil na glandula sebacea e sobre a pele e pelos. Adaptado de
FISCHETTI (2001).

Numerosos estudos realizados em diversas partes do mundo apontam a elevada
eficacia pulicida e carrapaticida do fipronil quando aplicado topicamente em caes.

Em estudo realizado a campo, com cées naturalmente infestados por C. felis felis,
visando comparar a eficacia entre fipronil e imidacloprid no controle de pulgas, Dryden,
Denenberg e Bunch (2000) obtiveram eficacia superior a 95% por um periodo de até 90 dias
com o tratamento spot-on a base de fipronil a 10%.

Em 2004, Young, Jeannin e Boeckh compararam a eficicia adulticida de solucGes
contendo fipronil (10%), metoprene (9%) ou a combinagdo de ambos contra C. felis em cées
experimentalmente infestados com 200 exemplares adultos. Eficacias residuais superiores a
95% foram obtidas por ambas as solugdes que continham fipronil por até cinco semanas.
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A influéncia do banho sobre a eficacia residual do fipronil contra C. felis felis e R.
sanguineus foi avaliada por Tancredi (2009), ao submeter cdes experimentalmente infestados
e tratados com fipronil a banho unico ou semanal. N&o foi evidenciada influéncia negativa do
banho sobre a eficécia pulicida e carrapaticida por um periodo de 21 dias no grupo banhado
semanalmente e por até 42 dias no grupo submetido a banho unico.

Bonneau et al. (2010) compararam a eficacia contra C. f. felis de dois produtos
comerciais (Effipro® e Frontline®), ambos na forma “spot-on” contendo 10% de fipronil em
suas formulagdes, diferindo apenas nos veiculos empregados nas formulages (néo
especificados pelos autores). O Effipro® manteve niveis satisfatorios (>95%) de ER por um
periodo de 14 dias a mais que o Frontline®, sendo este de 93 e 79 dias, respectivamente.

Em 2011, um estudo realizado por Beugnet et al. visando comparar a eficacia da
associacédo de fipronil com metoprene com o tratamento oral a base de spinosad demonstrou
que a eficacia pulicida (C. f. felis) da associacdo do fipronil com metoprene foi de 100% por
até seis semanas, sendo superior a eficacia do tratamento oral com spinosad, o qual
apresentou eficécia satisfatoria somente até o vigésimo segundo dia pos-tratamento.

Mais recentemente, Tiawsirisup et al. (2013) realizaram estudo na Tailandia visando
mensurar a eficacia do fipronil aplicado topicamente contra a cepa local de R. sanguineus,
obtendo ER acima de 90% por até 28 dias em cdes experimentalmente infestados.

Em estudo realizado com caes naturalmente infestados da regido amazénica brasileira,
Fischer et al. (2013) obtiveram 42 dias de eficacia residual superior a 90% contra R.
sanguineus com o tratamento topico com solucédo de fipronil a 10%.

Em estudo realizado simultaneamente na Africa do Sul e na Irlanda, comparando-se a
eficacia do Frontline® com uma nova formulacdo comercial a base de fipronil, o Eliminall®,
no controle de diversos ectoparasitos em caes sem racga definida (SRD), Kuzner et al. (2013)
obtiveram ER satisfatoria (>95%) para pulgas (C. felis) por até oito semanas, para ambos 0s
produtos.

Coelho (2012) verificou ainda que ndo houve diferenca significativa na eficacia do
fipronil administrado topicamente, entre cdes infestados com 100 ou 300 exemplares de C. f.
felis, sugerindo a ndo interferéncia da carga parasitaria sobre a eficacia ectoparasiticida
residual do fipronil.

A eficacia de uma formulacdo oral de fipronil foi avaliada por Melo et al. (2012), para
o controle de C. f. felis e R. sanguineus em cées. Os resultados indicaram ndo haver eficacia
do fipronil fornecido oralmente contra carrapatos. Contudo, para pulgas, uma eficacia
superior a 95% foi verificada, tendo sido alcancada, no entanto, somente até o sétimo dia pos-
tratamento.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Aspectos Eticos

A utilizacdo de animais no presente estudo foi aprovada pelo Comité de Etica de Uso de
Animal (CEUA) da Fundagdo de Apoio a Pesquisa Cientifica e Tecnoldgica da UFRRJ
(FAPUR) (Anexo).

3.2 Localizacdo do Estudo

O presente estudo foi executado nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterindria (LQEPV), pertencente ao Departamento de
Parasitologia Animal (DPA) do Instituto de Veterinaria (IV) da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, localizado as margens da BR-465, Km 07, dentro do municipio de
Seropédica, estado do Rio de Janeiro, Brasil.

3.3 Selecdo, Alojamento e Manejo dos Animais

Foram selecionados 24 cdes (Canis familiaris), pertencentes a raca beagle, sendo 16
machos e oito fémeas, com peso variando entre dez e 16 quilogramas e idade superior a um
ano. Todos os animais foram submetidos a exames clinicos e laboratoriais para avaliacdo do
estado sanitario, sendo incluidos no ensaio somente animais higidos. Todos estavam
devidamente vacinados e foram vermifugados antes do inicio do experimento. Para
identificacdo, cada animal recebeu um “transponder”, implantado no tecido subcutaneo na
regido entre as escapulas.

Cada animal permaneceu alojado em baia individual de alvenaria com piso cimentado,
medindo 2,25m2 e 2,00m de altura, cobertos com telha de amianto e de PVC transparente,
permitindo a entrada de luz solar. As baias foram lavadas diariamente e semanalmente
submetidas a vassoura de fogo, visando manter o ambiente limpo e livre de formas evolutivas
de parasitos, respectivamente. Cada cio recebeu diariamente 300g de racdo comercial® e 4gua
ad libitum em comedouros e bebedouros individuais de plastico, higienizados diariamente
com agua e sabdo neutro.

3.4 Manutengéo das Colonias dos Ectoparasitos Utilizados nos Testes
3.4.1 Coldnia de Ctenocephalides felis felis

Os exemplares adultos da pulga C.felis felis e do carrapato R. sanguineus utilizados no
ensaio foram provenientes de coldnias mantidas a mais de uma década nas dependéncias do
LQEPV, sem a reintroducdo externa de ectoparasitos oriundos do ambiente e/ou outros
animais.

A colbnia de pulgas é mantida utilizando-se gatos domeésticos (Felis catus) infestados
semanalmente com 50 casais de pulgas adultas ndo alimentadas. Nos gatos, as pulgas adultas
se alimentam, acasalam-se, e 0s ovos originados caem sobre uma bandeja localizada no fundo
das gaiolas. Diariamente, com auxilio de um pincel, o material retido nas bandejas (areia,
pelos, fezes de pulgas adultas e os ovos) é retirado das bandejas, peneirado e colocado em

! Spike® Carne, Frango e Vegetais, Cies Adultos, Farmina.
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potes plasticos adaptados para manutencdo das formas imaturas de pulgas mantidos em
camara climatizada com demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D.), a 27+1°C e 75+10% de
umidade relativa (UR). A partir de 30 dias as pulgas adultas podem ser retiradas desses potes
e separadas em tubos de ensaio vedados com tecido ndo tecido (TNT) (Figura 6), sendo
destinadas a infestacdo dos gatos da coldnia, para manutencdo da mesma, ou para infestacao
dos animais em experimentacao.

Figura 6. Tubo de ensaio, fechado com TNT, contendo 50 casais de Ctenocephalides felis
felis apoiados em tira de papel filtro.

3.4.2 Coldnia de Rhipicephalus sanguineus

A colbnia de carrapatos por sua vez é mantida segundo metodologia proposta por
Cunha (1978) e Neitz et al. (1971), utilizando-se coelhos (Oryctolagus cuniculus) como
hospedeiros das fases imaturas. Apds o repasto sanguineo ocorrido durante as fases de larva e
ninfa, os carrapatos se destacam do hospedeiro sendo entdo coletados e acondicionados em
seringas lacradas com rolha de algoddo em B.O.D. com temperatura de 27+1°C e umidade
relativa de 75£10%, para que realizem a muda.

ApOs acasalamento e repasto sanguineo realizado na fase adulta, as fémeas
ingurgitadas, denominadas teledginas, destacam-se do hospedeiro, sendo coletadas e
acondicionadas em placas de petri mantidas em B.O.D., nas condic¢des descritas acima, para
que realizem a postura dos ovos. Apos a postura, as teledginas morrem e 0s 0vos sdo pesados
e acondicionados em seringas mantidas em B.O.D. até a eclosdo das larvas, que podem entdo
ser usadas para continuidade da manutencédo da colénia.

Para as infestacGes realizadas nos ensaios de eficacia, sdo utilizados carrapatos adultos
ndo alimentados, oriundos de seringas onde ninfas ingurgitadas realizaram muda. Para cada
animal a ser infestado foram separados manualmente 25 casais, sendo acondicionadas em
seringas com rolha de algodéo (Figura 7) até 0 momento da infestacéo.
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Figura 7. Seringa de plastico vedada com rolha de algoddo contendo 25 casais de
Rhipicephalus sanguineus.

3.5 Preparo das Solugdes Experimentais

No dia do tratamento (dia 0), as solucdes de fipronil testadas foram manipuladas no
Setor de Farmacometria do LQEPV, pelos farmacéuticos responsaveis. Os excipientes
utilizados foram baseados em uma formulagdo® & base de fipronil disponivel no mercado
brasileiro. As concentracbes de cada ingrediente utilizado nas solucGes encontram-se
disponiveis na Tabela 1. Para a mensuragdo dos ingredientes foi utilizada balanca analitica®,
devidamente calibrada e para completa solubilizacdo dos mesmos foi utilizado banho
ultrassdnico®. Ap6s preparadas, as formulacdes foram distribuidas em seringas plésticas
estereis, em volume correspondente ao grupo experimental (Figura 8).
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Figura 8. Seringas plasticas com a quantidade administrada das solugdes teste. A: 1,34 mL
de fipronil 10%; B: 2,68 mL de fipronil 5%; C: 5,36 mL de Fipronil 2,5%.

2 Frontline® Topspot™, Merial Saude Animal - Brasil
® Tecnal. Modelo: B-TEC-210A
4 Unique. Modelo: USC-2800
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Tabela 1. Formula das solucdes de fipronil empregadas no experimento.

Ingrediente Solugdes-Teste
A B C
Fipronil 10% 5% 2,5%
Polivinilpirrolidona 5% 5% 5%
Polissorbato 80 5% 5% 5%
Butilhidroxitolueno 0,00875% 0,00875% 0,00875%
Alcool Isopropilico 0.5.p.100%  @.s.p.100%  Q.s.p.100%

3.6 Delineamento Experimental do Teste de Eficacia

Catorze dias antes do tratamento com as solugdes teste (dia -14), os cées selecionados
foram submetidos a exame clinico geral para verificacdo do estado de salde dos mesmos.
Foram coletadas amostras de sangue para realizacdo de exames laboratoriais. Nesta mesma
data, os animais foram banhados com xampu neutro, vermifugados® e alojados nas baias de
alvenaria para que se adaptassem ao ambiente experimental.

No dia -7 todos os cdes sofreram uma inspecdo minuciosa para constatar a auséncia de
pulgas e carrapatos. Eventuais ectoparasitos encontrados foram retirados e fixados em alcool
70°GL. Ap0s constatar a auséncia de ectoparasitos, cada cdo foi infestado com 25 casais de R.
sanguineus adultos ndo alimentados. Quarenta e oito horas ap6s (dia -5) todos os animais
foram novamente inspecionados, com a retirada e contagem dos carrapatos.

Posteriormente os animais foram distribuidos nos grupos experimentais, com base em
trés critérios: o numero de carrapatos recuperados na contagem preliminar, 0 Sexo € 0 peso
dos cdes, de modo que ndo houvesse diferenca significativa (p>0,05), por Analise de
Variancia, entre 0s grupos, nas médias destes parametros. A divisdo dos grupos, bem como 0s
dados referentes aos itens utilizados para tal encontram-se na Tabela 4.

Quarenta e oito horas antes do tratamento, cada animal foi infestado com 50 casais de
C.felis felis e 25 casais de R. sanguineus, e cada cdo foi contido manualmente por cerca de
dez minutos apos a infestacdo para assegurar que os parasitos pudessem fixar-se firmemente a
pele e/ou pelos do animal, evitando que fossem removidos mecanicamente pelos mesmos.

No dia zero procedeu-se o tratamento dos animais com as solugdes-teste formuladas.
Cada animal, de acordo com seu grupo experimental, recebeu a formulacdo via pour-on,
sendo esta aplicada no dorso do cdo diretamente sobre a pele, no sentido contrario ao pelo,
numa linha entre o pescoco e o espago interescapular. O grupo controle ndo sofreu qualquer
tipo de tratamento. As concentracGes e volumes das solucdes de fipronil administradas nos
cdes de cada grupo experimental encontram-se na Tabela 2.

Quarenta e oito horas apos o tratamento (dia +2) e apds cada infestacdo subsequente
foi realizada a avaliacdo da eficicia imediata (El) das formulagBes, realizadas através da
remocao e contagem dos ectoparasitos dos animais. A retirada das pulgas se deu com o
auxilio de pente fino proprio (método “comb test”), com aproximadamente 13 dentes por
centimetro linear. Enquanto para remocao dos carrapatos, além do método “comb test”
lancou-se méo da inspecéo visual e remogdo manual. Todos os ectoparasitos removidos foram

> Drontal® Plus Caes, Bayer Satde Animal. Dose: 66mg/Kg.
18



fixados em alcool 70°GL. Para o célculo da eficacia residual (ER) das formulaces teste,
foram realizadas infestacOes semanais (dias +5, +12, +19, +26, +33 e +40), com as avaliagdes
sendo realizadas sempre ap0s 48 horas (dias +7, +14, +21, +28, +35 e +42).

Tabela 2. Divisdo dos cdes nos grupos de acordo com o0 peso, sexo e contagem preliminar
de carrapatos. Concentracao e volume de solucéo de fipronil recebido por cada grupo.

Grupo/Animal Sexo Peso (Kg) Contagem’ Concentracao Volume
de Fipronil (mL)
Grupo Controle
420437 M? 15,50 29 - -
594131 M 14,80 36 - -
019140 F 11,55 36 - -
605101 F 10,50 40 - -
393776 M 14,00 39 - -
066646 M 11,40 27 - -
Média* + DP° 12,96°+2,07  34,50°+5,32
Grupo Tratado A
044450 M 11,30 38 10 % 1,34
394675 M 13,45 35 10 % 1,34
604916 M 11,60 43 10 % 1,34
595878 F 11,90 31 10 % 1,34
044298 F 10,10 36 10 % 1,34
249437 M 13,05 29 10 % 1,34
Média + DP 11,90°+1,22 35,33 +5,01
Grupo Tratado B
405662 M 12,30 32 5% 2,68
425403 M 11,90 41 5% 2,68
415998 F 12,65 43 5% 2,68
604590 F 10,05 31 5% 2,68
044103 M 12,30 35 5% 2,68
235920 M 11,25 36 5% 2,68
Média + DP 11,74*+0,96 36,33+ 4,80
Grupo Tratado C
044210 M 12,40 41 2,5% 5,36
419834 F 11,70 32 2,5% 5,36
103476 F 14,20 45 2,5% 5,36
274848 M 13,30 36 2,5% 5,36
035750 M 11,10 33 2,5% 5,36
250590 M 11,85 32 25% 5,36
Média + DP 12,42°+1,14 37,67 +5,09

INGmero de R. sanguineus vivos e fixados recuperados na contagem realizada cinco dias antes do tratamento; “Macho;
3Feémea; *“Média Aritmética; *Desvio Padrio; 2 Letras mindsculas iguais entre médias da mesma coluna nao diferem
significativamente entre si pela Andlise de Variancia (p>0,05).

Toda metodologia empregada nos testes de eficacia foi baseada nos guias da Associagdo
Mundial para Avanco da Parasitologia Veterinaria (MARCHIONDO et al., 2007, 2013).
O cronograma de atividades relacionadas ao tratamento, as infestacGes e avaliacdes da
eficacia pode ser visualizado na Figura 9.
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Figura 9. Cronograma do tratamento, das infestacbes e avaliacGes de eficacia das solucdes
teste contra Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus sanguineus.

3.7 Analise das Concentracdes das SolucGes Experimentais

Inicialmente, a partir de uma substancia quimica de referéncia adquirida
comercialmente, foram preparadas cinco solucGes-padrdo de fipronil, com diferentes
concentragfes (1, 10, 50, 100 e 150 pg/mL). Estas solucBGes foram submetidas a analise em
equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia® (CLAE) e os resultados obtidos de
cada solucdo (&rea sobre a curva) possibilitaram a obtencéo de uma curva de calibracdo, cuja
formula permitiu calcular a concentracdo das solugGes-teste.

De cada solucdo-teste preparada foi separada uma amostra destinada a anélise
laboratorial para confirmacdo da concentracdo de fipronil. As analises foram realizadas por
CLAE no setor de farmacometria do LQEPV.

Para minimizar a possibilidade de erros e desvios, cada amostra foi dividida em trés
aliquotas, cada qual foi submetida a analise em duplicata.

A Figura 10 representa a curva de calibracdo obtida por meio da analise das solu¢fes-
padréo. A equacédo da reta obtida foi y = 0.3635x + 0.8865 e o coeficiente de correlagdo r =
0,9981. O coeficiente de correlagao “ r ”” pode variar de -1 a 1. Valores proximos a 1 indicam
alta correlacdo positiva, valores proximos a -1 indicam alta correlagdo negativa, enquanto
valores proximos a zero sugerem total falta de correspondéncia. Visto isso, o valor de
correlagdo obtido (r = 0,9981) indica que a equacdo obtida através da analise de solugdes-
padrdo foi adequada para a analise das solucGes.

Com a determinacéo da curva de calibracdo, foi possivel calcular a concentracdo de
uma amostra desconhecida, no caso, as solucdes-teste A, B e C. Os resultados referentes as

®Sistema Cromatogréfico: CLAE Dionex Ultimate 3000
Coluna: Sunfire — C18 (5pum) 150 x 4,6 mm

Fase movel: Acetonitrila: Agua (60:40, v/v)
Comprimento de onda: 220 nm

Fluxo: 1,40 mL/min

Volume de injecdo: 10 puL

Temperatura: 25°C

Tempo de corrida: 10 minutos
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analises realizadas por CLAE, frente a curva de calibragdo (Figura 10) encontram-se na

Tabela 3.
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Figura 10. Curva de calibracdo do padrdo obtida através da andlise das solugdes-padrdo de

fipronil por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

As solucBes-teste A e B evidenciaram teores proximos aos almejados. A solucdo-teste
C, no entanto, demonstrou ter somente 70,9% da concentragdo de fipronil esperada.
Corrigidas pelos teores obtidos nas analises, as concentracGes das solucdes-teste A, B e C
foram respectivamente: 10,74%, 5,36% e 1,77%.

Tabela 3. Teor de fipronil das solucfes teste empregadas no estudo em analise realizada em
equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Solucéo-
Teste

Aliquota

Repeticéo

Concentracéo
(mg/mL)

Concentracao

Média
(mg/mL)

Desvio  Teor
Padrdo (%)

A (10%)

98,50

100,44

108,57

117,37

109,86

109,45

107,37

6,91 107,4

B (5%)

51,44

52,72

58,65

58,04

50,45

50,39

53,62

3,76 107,2

C (2,5%)

14,46

14,82

17,59

17,31

21,45

NIFRPINDNEFEINIEFPINEPINEPINIPINEPINEPINE

20,64

17,71

2,89 70,9
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As solucdes-teste A (10% de fipronil) e B (5% de fipronil) evidenciaram teores
proximos aos desejados (107,4% e 107,2% respectivamente), encontrando-se dentro dos
limites de aceitacdo estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
segundo aponta o Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira (FNFB) (BRASIL, 2012b),
onde relata que os produtos farmacéuticos devem conter de 90% a 110% do teor esperado do
principio ativo. A solucdo-teste C (2,5% de Fipronil), no entanto, demonstrou ter somente
70,9% da concentracdo de fipronil almejada. Corrigidas pelos teores obtidos nas analises, as
concentragdes das solucdes-teste A, B e C foram respectivamente: 10,7%, 5,3% e 1,8%.

Com estes valores, foram calculadas as doses de fipronil recebidas por cada cédo, de
modo a verificar se todos os animais tratados receberam a dose minima recomendada na
literatura, que é de 6,7 mg/Kg. Os resultados encontram-se na Tabela 4 e demonstram que a
dose recebida por cada cdo dos grupos tratados encontrava-se adequada, considerando-se o
intervalo de doses da janela terapéutica do fipronil para cées (6,7mg/Kg — 13,4mg/Kg),
apesar do teor menor que o esperado apresentado pela solucdo-teste C. A distribuigdo das
doses recebidas pelos cées de cada grupo tratado encontram-se na Figura 11.
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Figura 11. Distribuicdo da dose fornecida de fipronil (mg/Kg) por grupo experimental; A
area demarcada representa janela terapéutica.
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Tabela 4. Dose de fipronil esperada e recebida por cada céo.

Grupoianmal (%0 DoeEsperada - Teordo Dot Receic
Grupo Controle

420437 15,50 - - -
594131 14,80 - - -
19140 11,55 - - -
605101 10,50 - - -
393776 14,00 - - -
066646 11,40 - - -
Grupo Tratado A

044450 11,30 11,86 12,7
394675 13,45 9,96 10,7
604916 11,60 11,55 107.40% 12,4
595878 11,90 11,26 12,1
044298 10,10 13,27 14,2
249437 13,05 10,27 11,0
Média: 11,90 11,36 12,2
Grupo Tratado B

405662 12,30 10,89 11,7
425403 11,90 11,26 12,1
415998 12,65 10,59 107.20% 11,4
604590 10,05 13,33 14,3
044103 12,30 10,89 11,7
235920 11,25 11,91 12,8
Média 11,74 11,48 12,3
Grupo Tratado C

044210 12,40 10,81 7,7
419834 11,70 11,45 8,1
103476 14,20 9,44 20.90% 6,7
274848 13,30 10,08 ’ 7,1
035750 11,10 12,07 8,6
250590 11,85 11,31 8,0
Média 12,43 10,86 7,7
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3.8 Calculo da Eficacia e Analise de Dados

Para cada grupo medicado e para cada dia experimental, as eficacias pulguicida e
carrapaticida foram calculadas com base na férmula desenvolvida por Abbott (1925):

Eficacia (%) = Mx 100
1’nC
Onde:
m. = Numero médio de pulgas vivas/carrapatos vivos e fixados recuperados no grupo
controle;
m¢; = Numero médio de pulgas vivas/carrapatos vivos e fixados recuperados no grupo
tratado.

Para analise dos resultados dos ensaios de eficacia controlados, os nimeros de pulgas e
carrapatos recuperados nas avaliagdes foram transformados em log;o(X + 1) e submetidos a
analise de variancia seguido do Teste de Tukey, quando as variancias mostraram-se desiguais.
O nivel de significancia considerado foi de 95% (p< 0,05) (SAMPAIO, 1998). As anélises
estatisticas foram realizadas pelo programa estatistico computacional BioEstat 5.3 (AYRES et
al., 2007).
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4 RESULTADOS
4.1 Eficacia das Formulagbes Sobre Ctenocephalides felis felis

Os resultados referentes ao nimero de pulgas adultas vivas recuperadas nos animais
durante o periodo experimental encontram-se na Tabela 6 e representados na Figura 12.

Na avaliacdo da EIl e nas trés avaliagcdes subsequentes de ER, isto €, dias +2, +7, +14 e
+21 pés-tratamento, ndo foram encontradas pulgas vivas nos trés grupos tratados.

O grupo tratado A permaneceu isento de pulgas na quarta avaliacdo de ER (dia +28),
tendo sido encontrada média inferior a uma pulga e superior a oito pulgas na quinta (dia +35)
e sexta (dia +42) avaliacdes de ER, respectivamente. Foi encontrado nimero meédio crescente
de pulgas no grupo tratado B a partir do dia +28, recuperando-se mais de quatro por cento das
pulgas depositadas na ultima avaliacdo de ER (dia +42). O grupo tratado C permaneceu isento
de pulga até a quinta (dia +35) avaliacdo de ER, sendo encontrada média inferior a quatro
pulgas por cdo na Gltima avaliacdo (dia +42).

Em todos os dias ap6s o tratamento as médias dos grupos tratados diferiram
significativamente (p<0,05) da média do grupo controle. Quando comparadas as médias entre
0s grupos tratados, as mesmas so diferiram significativamente na Gltima avaliagdo (dia +42),
quando o grupos tratado A e tratado C diferiram significativamente (p<0,05). Os grupos
tratado A e tratado B ndo diferiram (p>0,05) entre si em nenhum dia experimental.

A eficécia pulguicida do grupo tratado A permaneceu em 100% até o dia +28, caindo
para 98,66% e 85,48% nos dia +35 e +42, respectivamente. O grupo tratado B apresentou
100% de eficacia pulguicida até o dia +21 e 99,49%, 96,25% e 92,88% nos dias +28, +35 e
+42, respectivamente. O grupo tratado C manteve 100% de eficacia até o dia +35,
apresentando eficacia contra C. f. felis de 94,52% no dia +42 po6s-tratamento.

O ensaio de eficacia pulguicida foi interrompido no dia +42, quando os valores
méaximos de eficicia obtidos nos grupos tratados (Figura 13) foram menores que 95%, valor
considerado minimo para um produto ser considerado eficaz contra pulgas (EMEA, 2007).

70,00

60,00

50,00

40,00 —o— Grupo Controle
—B— Grupo Tratado A

30,00

—A— Grupo Tratado B
20,00 —O6— Grupo Tratado C

10,00
000 —m@m 5 5 7 Aﬁé
Dia +2 Dia+7 Dia+14 Dia+21 Dia+28 Dia+35 Dia+42
Dias Experimentais

Numero médio de pulgas recuperadas

Figura 12. Numero médio de pulgas (Ctenocephalides felis felis) vivas recuperadas dos
animais do grupo controle e dos grupos tratados com diferentes volumes de
solucdo de fipronil ao longo do periodo experimental.
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Tabela 5. Contagens individuais de pulgas (Ctenocephalides felis felis), adultas e vivas,
recuperadas através do método “comb-test”, dos animais dos grupos controle e tratados
com os diferentes volumes em teste ao longo do periodo experimental.

Numero de pulgas adultas e vivas recuperadas
Dia+2 Dia+7 Dia+14 Dia+21 Dia+28 Dia+35 Dia+42

Grupo/Animal

Controle

420437 57 62 75 78 79 67 59
594131 69 84 81 70 64 72 86
019140 59 79 76 70 68 54 52
605101 42 57 59 54 54 65 46
393776 43 49 49 69 62 62 60
066646 53 62 72 63 65 53 62
Médial 53,83 6550° 68,67 67,33° 6533 62,17° 60,83°
DP2 9,35 12,20 11,09 7,39 7,48 7,47 13,69
Grupo Tratado A

044450 0 0 0 0 0 0 9
394675 0 0 0 0 0 0 16
604916 0 0 0 0 0 0 6
595878 0 0 0 0 0 2 6
044298 0 0 0 0 0 3 9
249437 0 0 0 0 0 0 8
Média 0,00° 0,00° 0,00 0,00° 0,00° 0,83° 9,00°
DP 0 0 0 0 0 1,33 3,69
Eficacia 100% 100%  100%  100%  100% 98,66% 85,21%
Grupo Tratado B

405662 0 0 0 0 0 0 0
425403 0 0 0 0 0 2 6
415998 0 0 0 0 0 1 4
604590 0 0 0 0 0 0 2
044103 0 0 0 0 2 9 4
235920 0 0 0 0 0 2 10
Média 0,00° 0,00°  0,00° 0,00° 0,33° 233" 4,33
DP 0 0 0 0 0,75 3,39 3,44
Eficacia 100% 100%  100%  100%  99,49% 96,25% 92,88%
Grupo Tratado C

044210 0 0 0 0 0 0 2
419834 0 0 0 0 0 0 3
103476 0 0 0 0 0 0 5
274848 0 0 0 0 0 0 4
035750 0 0 0 0 0 0 5
250590 0 0 0 0 0 0 1
Média 0,00° 0,00° 0,00 0,00° 0,00° 0,00° 3,33°
DP 0 0 0 0 0 0 1,63
Eficacia 100% 100% 100%  100%  100%  100% 94,52%

"Média aritmética; 2Desvio padrdo; "¢ Letras mindsculas iguais entre médias da mesma coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo Teste Tukey (p>0,05).
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Figura 13. Eficécia pulguicida para a espécie Ctenocephalides felis felis dos diferentes volumes administrados de solucéo de fipronil em cées.
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4.2 Eficacia das Formulagdes Sobre Rhipicephalus sanguineus

Os nameros de carrapatos adultos, vivos e fixados recuperados de cada cdo, em
cada dia experimental encontram-se na Tabela 7 e as médias representadas na figura 14.

Os grupos tratados A e tratado B demonstraram 100% de EI, enquanto o grupo
tratado C apresentou 71,74% de eficicia na mesma avaliagdo (dia +2).

A ER do grupo tratado A foi de 100% nos dias +7 e +14 ap0s o tratamento,
reduzindo-se gradativamente para 97,86%; 88,30%; 61,54% e 36,56% nos dias +21,
+28, +35 e +42, respectivamente. O grupo tratado B apresentou ER de 97,78% no dia
+7, decaindo para 94,97%; 94,65%; 89,89%; 65,38% e 33,87% nos dias +14, +21, +28,
+35 e +42, respectivamente.

No entanto, o grupo tratado C, cuja El foi a menor dentre os grupos tratados
(71,74%), apresentou aumento da eficacia na segunda avaliacdo (dia +7), atingindo
neste dia 96,87% de ER. Os niveis elevados de eficAcia mantiveram-se nas avaliagdes
subsequentes, apresentando 95,98% no dia +14; 100% no dia +21 e 97,87% no dia +28.
A queda na eficacia iniciou no dia +35, quando o grupo apresentou 84,13% de ER,
atingindo 63,44% de ER no dia +42.

Quando comparados os grupos tratados com o grupo controle, as médias do
numero de carrapatos adultos vivos e fixados recuperados diferiram significativamente
(p<0,05) até o dia +28. No dia +35 a média do grupo tratado A n&do diferiu
significativamente (p>0,05) do grupo controle. No dia +42, somente a média do grupo
tratado C diferiu significativamente (p<0,05) da média do grupo controle.

Comparando-se 0s grupos tratados, pode-se observar que nos dias +7 e +35 néo
houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos. No dia +14 os grupos tratados B
e C diferiram significativamente (p<0,05) dos demais. Nao houve diferenga significativa
(p>0,05) entre os grupos tratados A e tratado B nas avaliagcbes subsequentes. No
entanto, o grupo tratado C diferiu (p<0,05) do grupo tratado B no dia +21 e do grupo
tratado A no dia +28. Na ultima avaliagdo de ER (dia +42) o grupo tratado C diferiu
significativamente (p<0,05) dos demais.
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Figura 14. Namero médio de carrapatos (Rhipicephalus sanguineus) adultos, vivos e
fixados recuperadas dos animais do grupo controle e dos grupos tratados
com diferentes volumes de solugdo de fipronil ao longo do periodo
experimental.
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Tabela 7. Contagens individuais de carrapatos (Rhipicephalus sanguineus), adultos,
vivos e fixados, recuperados através de coleta manual, dos animais dos grupos
controle e tratados com os diferentes volumes em teste ao longo do periodo
experimental.

Grupo/ Numero de carrapatos adultos, vivos e fixados recuperados
Animal  Dia +2 Dia+7 Dia+l4 Dia+21 Dia+28 Dia+35 Dia+42

Controle

420437 33 44 34 40 30 36 29
594131 34 35 37 29 29 35 31
019140 43 37 35 37 28 34 31
605101 44 36 27 27 35 43 36
393776 41 35 35 24 32 31 30
066646 35 37 31 30 34 29 29
Meédial 38,332 37,33° 33,172 31,172 31,337 34,67° 31,00
DP2 4,46 3,09 3,29 5,58 2,56 4,84 2,61
Grupo Tratado A

044450 0 0 0 1 6 2 11
394675 0 0 0 0 1 8 27
604916 0 0 0 1 2 22 22
595878 0 0 0 0 5 24 22
044298 0 0 0 0 6 7 20
249437 0 0 0 2 2 17 16
Média 0,00° 0,00° 0,00° 0,67 3,67° 13,33*  19,67°
DP 0 0 0 0,75 2,05 8,94 5,54

Eficacia 100% 100% 100% 97,86%  88,30%  61,54% 36,56%
Grupo Tratado B

405662 0 0 0 1 0 21 25
425403 0 1 2 4 5 9 17
415998 0 0 0 0 0 6 19
604590 0 1 3 2 2 3 15
044103 0 3 2 1 5 22 31
235920 0 0 3 2 7 11 16
Média 0,00° 0,83° 1,67° 1,67° 3,17 12,00°  20,50°
DP 0 1,07 1,25 1,25 2,67 7,85 6,25
Eficacia  100%  97,78%  94,97%  94,65%  89,89%  65,38%  33,87%
Grupo Tratado C

044210 6 0 0 0 1 2 5
419834 10 0 2 0 0 3 7
103476 12 1 1 0 1 0 11
274848 19 2 2 0 0 6 10
035750 15 4 2 0 1 8 21
250590 3 0 1 0 1 14 14
Média 10,83° 117° 1,33¢ 0,00° 0,67° 5,50° 11,33°
DP 5,34 1,46 0,75 0 0,47 5,05 5,68

Efichcia  71,74%  96,87%  95,98% 100% 97,87%  84,13% 63,44%

IMédia aritmética; 2Desvio padrdo; * Letras minusculas iguais entre médias da mesma coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo Teste Tukey (p>0,05).
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Figura 15. Eficacia carrapaticida para a espéecie Rhipicephalus sanguineus dos diferentes volumes administrados de solugéo de fipronil em cées.
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5 DISCUSSAO

5.1 Eficacia das solucBes-teste contra Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus
sanguineus

Com base nos resultados encontrados, pode-se verificar que as trés solugdes testadas
mostraram-se eficazes no controle imediato (EI) de C. f. felis, demonstrando também elevadas
e equivalentes ER’s (i.e. protecdo contra reinfestacdes) até a quinta semana pos-tratamento
(dia +35). A solucdo-teste C, aplicada em maior volume, no entanto, diferiu
significativamente (p < 0,05) das demais na sexta semana poés-tratamento (dia +42)
conferindo, portanto, uma semana a mais de protecdo contra reinfestacdes por pulgas. Os
resultados apontam, portanto, maior ER da solugéo-teste C quando comparada as demais,
sugerindo haver influéncia positiva entre o volume de excipientes de uma solucdo “spot-on”
de fipronil e seu tempo residual de eficacia contra C. f. felis.

O protocolo recomendado para o controle de pulgas em caes com fipronil institui a
necessidade tratamentos mensais para a obtencdo de melhores resultados (DRYDEN,;
DENENBERG; BUNCH, 2000) . Entretanto, a solucdo-teste C demonstrou eficacia por até
seis semanas, 0 que indica que o intervalo de tratamento poderia ser aumentado utilizando-se
formulacGes menos concentradas, porém, com o mesmo conteudo de principio ativo, estando
0s cdes protegidos contra reinfestacbes mesmo com atrasos no tratamento mensal
preconizado.

Os resultados de eficacia contra R. sanguineus obtidos demonstram que o0s volumes de
1,34mL (equivalente a formulacdo referéncia) e de 2,68mL apresentaram elevada El (100%).
A solugdo aplicada em maior volume (5,36mL), no entanto, diferiu significativamente das
demais, apresentando somente 71,74% de EI.

Quanto a ER carrapaticida, observou-se que nas trés primeiras semanas, 0S trés
volumes foram equivalentes. Uma ER de 100% foi alcangada pelos volumes de 1,34mL e
5,36mL, respectivamente nas duas primeiras e terceira semana pos-tratamento. A partir da
quarta semana, a solucdo aplicado em maior volume foi a Unica a apresentar ER satisfatoria
(>90%) (MARCHIONDO et al., 2007; 2013), apresentando-se significativamente mais eficaz
e mantendo niveis elevados de ER por pelo menos uma semana a mais. A partir da quinta
semana pos-tratamento, a eficacia da solucdo aplicada em volume de 5,36mL apresentou-se
inferior a 90%, porém, ainda assim muito acima das ER’s dos demais volumes. Na quarta,
quinta e sexta semanas pos-tratamento a eficacia da solucdo menos concentrada (C) foi cerca
de 10%, 20% e 30% mais eficaz que as demais, respectivamente.

Existem na literatura, diversos estudos cujo objetivo foi a avaliacdo da eficicia de
produtos a base de fipronil, porém, todos utilizando produtos comerciais com fipronil na
concentracdo de 10% e cuja recomendacdo de aplicacdo é de 1,34mL para cées entre 10kg e
20Kg.

Em estudo realizado simultaneamente na Africa do Sul e na Irlanda, comparando-se a
eficacia do Frontline® com uma nova formulagdo comercial a base de fipronil, o Eliminall®,
no controle de diversos ectoparasitos em cdes sem raga definida (SRD), Kuzner et al. (2013)
obtiveram ER satisfatoria (>95%) para pulgas (C. felis) por até oito semanas, para ambos os
produtos. O resultado obtido por eles demonstrou pelo menos trés semanas a mais de ER
pulguicida que o presente estudo. Cabe ressaltar, no entanto, que além da utilizacdo de
diferentes racas caninas nos estudos, as col6nias das quais as pulgas utilizadas eram
provenientes foram de diferentes origens, o que pode implicar na diferenca de
susceptibilidade das mesmas ao fipronil. A ER contra R. sanguineus por sua vez, nao diferiu
entre ambos os estudos, conseguindo-se aproximadamente 30 dias de protecdo contra
reinfestacdes superior & 90%. Ao comparar as eficacias obtidas por Kuzner et al. (2013) com
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aquelas obtidas neste estudo, utilizando-se 5,36 mL de solucéo de fipronil a 1,8%, constata-se
que a Ultima obteve melhores resultados na quarta semana de tratamento (97,87% contra 95%
e 92,5%). Com isso, os resultados de ambos os estudos reafirmam a necessidade de
tratamentos mensais para prevencao de infestaces por R. sanguineus. Entretanto, tal intervalo
de tratamento pode ser aumentado quando se deseja combater somente infestacdes por C. f.
felis, conforme resultados encontrados.

Bonneau et al. (2010) compararam a eficacia contra C. f. felis de dois produtos
comerciais (Effipro® e Frontline®), ambos na forma “spot-on” contendo 10% de fipronil em
suas formulacGes, diferindo apenas no veiculo empregado na formulacdo. O Effipro®
manteve niveis satisfatorios (>95%) de ER por 14 dias a mais que o Frontline®, sendo este de
93 e 79 dias, respectivamente. Para ambos o0s produtos, no entanto, a ER persistiu por mais
tempo que no presente estudo, em que se obteve ER acima de 95% por até 35 dias. Tal fato
pode estar relacionado a utilizacdo de diferentes racas caninas nos estudos, bem como a cepa
de pulgas utilizada no estudo de Bonneau et al. (2010), a qual poderia ser mais sensivel a
molécula de fipronil. Ressalta-se, no entanto, que assim como no presente estudo, observou-se
que alteragbes na formulacdo de produtos ectoparasiticidas “spot-on” podem alterar
significativamente sua eficacia.

Em estudo realizado por Dryden, Denenberg e Bunch (2000), visando comparar a
eficacia entre fipronil e imidacloprid no controle de pulgas, os autores observaram ER
superior a 95% por até 90 dias para ambas as moléculas. No entanto, cabe ressaltar que
diferentemente do presente estudo, tais pesquisadores realizaram uma investigacdo a campo,
onde a pressdo de reinfestacdo costuma ser menor quando comparada com ambiente
laboratorial, onde as infestacGes sdo semanais e com elevado nimero de parasitos.

Young, Jeannin e Boeckh (2004) obtiveram excelente ER (>95%) para pulgas por até
cinco semanas, em estudo realizado sob condi¢bes controladas, comparando-se a atividade do
fipronil 10% com a associagdo de fipronil 10% com metoprene 9%. Tais resultados
corroboram aqueles obtidos no presente estudo, onde a ER também perdurou acima de 95%
pelo mesmo periodo, em todos 0s grupos experimentais.

No estudo realizado por Young e colaboradores (2004), ndo houve diferenca
significativa entre as ER’s do fipronil com e sem associagdo com metoprene, o que ¢
esperado, tendo em vista que o metoprene é um analogo do horménio juvenil de insetos e sua
atividade ndo é esperada sobre as formas adultas de pulgas. Assim sendo, € plausivel a
comparagdo entre estudos realizados com fipronil, utilizando-se ou n&o associacdo com
RCA’s (e.g. metoprene, fluazuron, etc).

Em 2011, um estudo realizado por Beugnet et al. demonstrou que a eficécia pulicida
(C. f. felis) da associacdo do fipronil com metoprene foi de 100% por até seis semanas. Tais
resultados superam os obtidos neste estudo para todos os grupos tratados, onde a ER de 100%
foi observada somente até a quarta semana 0s grupos que receberam 1,34mL e 2,68mL e até a
quinta semana para 0 grupo que recebeu 5,36mL. Tais diferencas se devem, provavelmente, a
cepa de pulga utilizada, bem como & diferenca das condi¢fes ambientais entre os locais de
estudo.

Para R. sanguineus, ER acima de 90% foi obtida por até quatro semanas (dia +28) nos
grupos A (1,34mL) e B (2,68mL), enquanto somente no grupo tratado com o maior volume de
solucdo de fipronil (C: 5,36ml) obteve-se ER satisfatoria por até cinco semanas (dia +35).
Resultado semelhante a este ultimo foi encontrado por Brianti et al. (2010), em estudo de
campo onde cées de diferentes ragas, pesos e idades, naturalmente infestados foram tratados
com a combinagé&o de fipronil (10%) com metoprene (9%).

Otranto et al. (2005) comparam a eficacia de duas associagdes acaricidas contra R.
sanguineus em cées. A associacdo de fipronil (10%) com metoprene (9%) demostrou menor
eficdcia quando comparada a associacdo de imidacloprid (10%) com permetrina (50%), ndo
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sendo atingida eficacia acima de 95% nos primeiros 28 dias de estudo quando utilizada a
primeira combinagdo. Todas as concentragdes testadas no presente estudo apresentaram-se,
portanto, mais eficazes pelos primeiros 28 dias. Vale salientar, todavia, que ao contrario do
presente estudo, no qual cédes beagle foram submetidos a condigdes ambientais controladas,
Otranto et al. (2005) utilizaram cées de diferentes racas expostos a diferentes condi¢cbes de
alojamento, o que pode ter influenciado de forma negativa na eficacia obtida. Em um segundo
tratamento com a associacdo de fipronil com metoprene, no entanto, Otranto et al. (2005)
obtiveram ER acima de 99% pelos 28 dias subsequentes, demonstrando um aumento nos
niveis de protecdo quando o produto testado era reaplicado mensalmente. Ressalta-se porém,
que aliado ao fato de nédo realizarem reinfestagfes semanais, o produto por eles utilizado
continha um regulador de crescimento de artropodes (metoprene), o que contribui para a
prevencdo de reinfestagfes naturais, uma vez que atua sobre as formas imaturas dos
ectoparasitos.

Melo et al. (2012) ao avaliarem a atuacdo ectoparasiticida do fipronil administrado
oralmente em cées artificialmente infestados, observaram eficacia pulicida superior a 95% por
14 dias. A eficacia carrapaticida, contudo, ndo ultrapassou 0s 44% em nenhum dia
experimental, demonstrando que, apesar da biodisponibilizacdo e consequente ingestdo da
droga pelos ectoparasitas hematdfagos, o rapido sequestro e eliminacdo da droga pelos cédes
limitam sua eficacia. Os niveis de eficacia pulguicida e carrapaticida obtidos aqui em todos 0s
dias experimentais foram superiores aqueles obtidos por Melo et al. (2012). Quando
disponibilizado por via tépica, como no presente estudo, o fipronil encontra-se prontamente
disponivel ao contato pelos ectoparasitos, hemat6fagos ou nao, atuando, portanto, de forma
mais eficaz que quando administrado oralmente.

Mais recentemente, Tiawsirisup et al. (2013) obtiveram ER acima de 90% por até 28
dias contra R. sanguineus, utilizando o fipronil & 10% aplicado topicamente (“spot-on”) em
caes artificialmente infestados. Todavia, os niveis de ER por eles obtidos nas ultimas semanas
de avaliacdo foram menores quando comparados aqueles conseguidos no presente estudo,
utilizando-se o fipronil em maior diluicéo.

Em estudo realizado com cées na regido amazonica brasileira, Fischer et al. (2013)
obtiveram 42 dias de eficacia residual contra R. sanguineus superior a 90% com o tratamento
topico com solucdo de fipronil a 10%, sendo este resultado superior aquele obtido neste
estudo em todos os volumes testados. Tal discrepancia pode se dever a diferentes fatores,
dentre eles o fato do desafio oferecido no presente estudo ter sido bem maior, com infestacdes
semanais, enquanto que Fischer e colaboradores utilizaram cédes naturalmente infestados, sem
reinfestacdo artificial semanal. Além da disparidade de condi¢fes ambientais entre os testes, a
cepas de R. sanguineus das duas regibes podem ainda apresentar diferentes graus de
resisténcia ao fipronil tal como assinalado por Soares (2008), que encontrou diferencas
genéticas entre cepas de R. sanguineus das diferentes regides brasileiras. Segundo ele, estas
distingdes podem implicar em diferencas na biologia destes ixodideos, inclusive no que tange
a susceptibilidade aos acaricidas.

Em geral, a solucdo aplicada em maior volume (C), isto é, aquela onde a dose
preconizada de fipronil encontrava-se mais diluida nos excipientes, apresentou maior ER,
qguando comparada as solucdes aplicadas em menores volumes (A e B), tanto para pulgas
guanto para carrapatos. Fato este ocorrido mesmo com a dose média de fipronil recebida pelo
grupo C sendo em média 37% menor que a dose média dos demais grupos tratados (Figura
11). SupBe-se que tal ocorréncia se deva a uma melhor dispersdo do produto pelo corpo do
animal como resultado de um maior volume de excipientes utilizados na dilui¢io do principio
ativo.

Com excecdo do fipronil, a quantidade de todos os demais ingredientes foi
proporcionalmente aumentada (de acordo com o grupo experimental). O aumento da
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proporcdo entre qualquer um destes compostos em relacdo ao fipronil, como ocorreu na
solucdo-teste C, pode ter alterado a lipossolubilidade deste Gltimo, de modo a permitir uma
melhor dispersdo pela secrecdo sebdcea. Pode ainda, ter permitido que o sequestro da
molécula pelas glandulas sebéceas fosse mais forte, ou ainda que fosse alterada a
permeabilidade da epiderme, permitindo que o fipronil se depositasse em camadas mais
profundas, de modo que a liberacdo a superficie da pele ocorresse de forma mais lenta, porém
em concentracdes suficientemente elevadas para matar os ectoparasitos.

N&o foram encontrados na literatura pesquisada estudos semelhantes ao realizado
neste trabalho, no qual se compara a eficacia de diferentes volumes de solugdes tdpicas de
ectoparasiticidas aplicados em cdes, mantendo-se a dose preconizada do principio ativo.
Contudo, Endris et al. (2002) avaliaram a eficacia carrapaticida e pulicida de diferentes
volumes de permetrina a 65% em caes com mais de 30 Kg, alterando contudo, a dose do
principio ativo, proporcionalmente ao volume. Na ocasido os autores observaram que quando
0s cédes receberam as maiores doses, a ER contra pulgas e carrapatos apresentava-se
significativamente maior. Resultado semelhante ao encontrado neste estudo, no qual, contudo,
ao contrério do realizado por Endris et al. (2002), foram alterados o volume e a concentracdo
das solugbes entre os diferentes grupos, de modo que todos os animais tratados recebessem
doses equivalentes do principio ativo.
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6 CONCLUSAO
A aplicacdo de maiores volumes de solucdo pour-on de fipronil em cées, mantendo-se

a dose preconizada do principio ativo, proporcionou maior tempo de eficécia residual contra
R. sanguineus e C. f. felis.
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DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que foi aprovado o protocolo intitulado
“INFLUENCIA DA RELACAO CONCENTRACAO/VOLUME NA EFICACIA DE
FORMULAGCOES TOPICAS DE FIPRONIL SOBRE Ctenocephalides felis felis
(BOUCHE, 1835) (SIPHONAPTERA: PULICIDAE) E Rhipicephalus sanguineus
(LATREILLE, 1806) (ACARI: IXODIDAE) EM CAES “ encaminhado pelo Aluno (a)
de Mestrado do Departamento Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria, Diego Dias
da Silva . Informamos que foi aprovado em reunifo ordindria da CEUA-FAPUR realizada

no dia 11 de setembro de 2013, apds avaliagdo do plenario da referida Comissdo.

Coordenador da CEUA-FAPUR
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Fabio Barbour Scott
Coordenador CEUA-FAPUR

CNPJ 01.606.606/0001-38
Estrada Rio Sao Paulo S/N, KM 47 Campus da UFRRJ - Seropédica — RJ
www.fapur.org.br
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