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RESUMO

NUNES, Tiago Abrahdo. Influéncia da Desidratacido Epidérmica Sobre a Eficacia
Pulguicida do Fipronil Empregado por Via Tépica em Caes. 2015. 64 p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterindria). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2015.

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da desidratagdo epidérmica sobre a eficacia
pulguicida do fipronil empregado por via topica em caes. Foram utilizados 24 cdes da raca
Beagle, compondo seis animais por grupo. Os cdes foram divididos em quatro grupos. Os
caes do grupo controle ndo receberam tratamento, enquanto que os caes dos grupos tratados I,
IT e III receberam tratamento com formulagdo de fipronil 10% ““spot on”. Os cdes do grupo
tratado I foram submetidos a banhos semanais com sabonete de glicerina neutro. Os caes do
grupo tratado II foram submetidos a 21 dias de banhos consecutivos e diarios com shampoo
contendo peroxido de benzoila 2,5%. Os cdes do grupo tratado III foram submetidos ao
mesmo regime de banhos do grupo tratado II, porém, nesses cdes, somou-se aos banhos,
aplicacdes quinzenais de formulagdo lipidica (contendo ceramidas, colesterol e &cidos
graxos), até o término do estudo. Os cdes dos grupos controle, tratado I, tratado II e tratado 111
foram infestados com 50 casais de C. felis felis. As infestagdes foram realizadas nos dias, -2,
+5, +12, +19, +26, +33, +40, +47 e +54 e, nos dias +2, +7, +14, +21, +28, +35, +42, +49 ¢
+56, realizou-se a retirada mecanica e contagem de pulgas para avaliagdo. As eficacias
pulguicidas, para o grupo tratado I, nos dias +2, +7, +14, +21, +28, +35, +42, +49 e +56,
foram, respectivamente: 100%; 100%; 100%; 100%; 100%; 100%, 100%; 76,25% e 72,47%.
As eficacias pulguicidas, para o grupo tratado II, avaliadas nos mesmos dias, foram
respectivamente: 100%; 100%; 100%; 100%; 100%; 97,35%; 92,86%; 82,85% ¢ 71,21%. As
eficacias pulguicidas para o grupo tratado III, avaliadas nos mesmos dias, foram
respectivamente: 100%; 100%; 100%; 100%; 100%; 100%; 99,49% e 28,23% e 27,53%. A
analise estatistica comparativa entre as médias de pulgas vivas, entre os grupos controle e
tratado I e entre o grupo controle e tratado II, demonstrou que ocorreu diferenca significativa
(p<0,05) para os desafios em todos os dias experimentais, apds o tratamento. J& na
comparagdo entre o grupo controle e tratado III, evidenciou-se diferenga significativa
(p<0,05) para os desafios até o dia +42. Nao mais havendo diferencga significativa (p>0,05) no
dia experimental +49 e +56. A andlise estatistica entre os grupos tratados I e II e tratado Il e
IIT demonstrou que nao ocorreu diferenca significativa (p>0,05) para os desafios em todos os
dias experimentais. Ja a andlise entre o tratado I e III, determinou que ndo houve diferenga
significativa (p>0,05) até o dia +49, havendo diferenga significativa (p<0,05) no dia +56. O
estudo foi encerrado no dia +56 ja que a eficacia do fipronil nos grupos tratados I, II e III ndo
apresentou mais efeito residual de prote¢do quando os animais foram reinfestados. A
desidratacdo epidérmica induzida ndo determinou alteracdo na eficdcia ou diminui¢do do
efeito residual do fipronil quando empregados em caes submetidos a exposi¢ao de populacdes
de C. felis felis,, através de infestagdes semanais. Fato esse corroborado uma vez que, as
aplicagcdes de formulagdo lipidica, ndo foram capazes, por sua vez, de determinar maior
eficacia ou prolongamento do efeito residual do fipronil quando empregados em caes
submetidos a exposicao de populagdes de C. felis felis., através de infestacdes semanais.

Palavras-chave: fenilpirazol, ressecamento cutaneo, pulgas.



ABSTRACT

NUNES, Tiago Abrahdo. Influence of epidermal dehydration on pulguicida effectiveness
of fipronil used topically in dogs. 2015. 64 p. (Dissertation, Master in Veterinary Science,
Veterinary, Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

The objective of the study was to evaluate the influence of epidermal dehydration on
the parasiticide effective of fipronil 10% “spot on” in dogs artificially infested with
Ctenocephalides felis felis. For this, 24 Beagles were used, divided into four groups of six
dogs each. The dogs on the control groups were not treated, while the dogs on the treated
group I e II and III were treated with the formulation of 10% fipronil “spot on”. The dogs on
treated group I were submitted to weekly baths with neutral glycerin soap. The dogs on
treated group II were submitted to 21 consecutive and daily baths with benzoyl peroxide 2,5%
shampoo. Dogs treated group III were submitted to the same baths made in treated group I,
however, undergo biweekly applications of lipid formulation (containing ceramides,
cholesterol and fatty acids), until the end of the study. The dogs in the control group, treated
group I, treated group II and treated group III were infested with 50 pairs of C. felis felis.
Infestations were performed on days -2, +5, +12, +19, +26, +33, +40, +47, +54 and, on days
+2, +7, +14, +21, +28, +35, +42, +49 and +56, fleas were mechanical removed and counted
for evaluation. Pulicide efficacy for treated group I on days +2, +7, +14, +21, +28, +35, +42,
+49 and +56, were respectively 100%; 100%; 100%; 100%; 100%; 100%; 100%; 76.25% and
72,47%. The pulicide efficacy for the treated group II, evaluated on the same days, were
respectively 100%; 100%; 100%; 100%; 100%; 97.35%; 92.86%; 82.85% and 71.21%. The
pulicide efficacy for the treated group III, evaluated on the same days, were respectively
100%; 100%; 100%; 100%; 100%; 100%; 99.49%,; 28.23% and 27.53%. The comparative
statistical analysis between the averages of live fleas, between the control and treated groups I
and between the control group and treated II showed that there was a significant difference
(p<0,05) for the challenges in all experimental days, after treatment. In the comparison
between the control group and treated III, showed a significant difference (p<0,05) for the
challenges until day 42. No more having significant difference (p>0,05) in the experimental
day +49 and +56. Statistical analysis between the treated groups I and II and treated II and III
showed that there was no significant difference (p=>0,05) for the challenges in all experimental
days. The analysis of the treaty I and III, determined that there was no significant difference
(p=0,05) until day 49, a significant difference (p<0,05) on day +56. Fipronil was effective in
eliminating fleas on dogs until the day + 56 with no more residual protective effect when the
animals were reinfested. The induced of epidermal dehydration, does not determined changes
on the efficacy or decreased the residual effect of fipronil when used in dogs subjected to
exposure of populations of C. felis felis,, through weekly infestations. This fact was
confirmed since the lipid formulation of applications, were not able, in turn, to determine
more effective and prolonged residual effect of fipronil when used in dogs undergoing
exposure populations of C. felis felis on weekly infestation.

Key words: phenylpyrazol, skin dryness, fleas.
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1 INTRODUCAO

Indubitavelmente, a intera¢ao entre o homem e animais de estimacdo tem aumentado a
preocupacao com o bem estar animal e com a saude publica, gerando estimulos a pesquisa.

A pulga C. felis felis € 0 ectoparasito mais abundante em cédes e gatos em todo o
mundo; além de provocar desconforto aos animais, devido a espoliacdo sanguinea, ela esta
associada a varias doencas, servindo também como vetor de diversos microorganismos.

Medidas de controle sdo extremamente necessérias para o tratamento ou prevencao
das infestacdes por tais ectoparasitos e das doencas por eles veiculadas.

O fipronil é um dos antiparasitarios mais utilizados em medicina veterinaria. POssui
niveis satisfatorios de eficacia e um longo periodo residual contra reinfestacdes.

As doencas alérgicas em pele de cdes e gatos fazem parte de um conjunto de afec¢des
cada vez mais rotineiras. Como, em sua grande maioria, tais afeccdes possuem cunho
genético e etiologia multifatorial, torna-se cada vez mais necessario a descoberta de
ferramentas auxiliares no controle dessas doencas.

Dentro do cenério de doencas de pele em cées e gatos, é importante afirmar que muitas
dessas doencas, principalmente as alérgicas, possuem entre 0S componentes de sua
fisiopatogenia, o distdrbio epidérmico como um dos principais fatores originarios e/ou como
sinal clinico que contribui fortemente para a ndo resolucéo da afeccao.

O fipronil trata-se de uma molécula lipofilica. Havendo, portanto, sua atividade e
manutencdo residual, estreita relacdo com a presenca de lipideos epidérmicos que,
originalmente, sdo produzidos pelas glandulas sebaceas, localizadas nos foliculos pilosos.

Ha disponivel no mercado veterinario complexos hidratantes que possuem em sua
formulacao componentes lipidicos (4acidos graxos essenciais, colesterol e ceramidas), que
podem auxiliar no controle de alteragcdes epidérmicas, comumente encontradas em animais
portadores de afec¢des dérmicas de cunho alérgico.

Tendo em vista a relagdo entre a formulacdo ectoparasiticida utilizada e sua marcada
propriedade lipofilica, justifica-se aventar que, em cées portadores de distarbios epidérmicos
originarios ou influenciados por déficit da producdo de lipideos epidérmicos, possa ocorrer
influéncia negativa direta na eficécia parasiticida e efeito residual aquém do esperado.

O trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da desidratagdo epidérmica sobre a

eficacia pulguicida do fipronil empregado por via topica em caes



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia e Relevancia de Ctenocephalides felis felis

As pulgas fazem parte de um grupo extremamente particular dos insetos. O surgimento
delas data do periodo cretdceo ou jurassico, entre 125 a 150 milhdes de anos atras, muito
provavelmente junto a evolucdo dos seres marsupiais e insetos (DOBLER; PFEFFER, 2011).

Pertencem a familia Pulicidae, da ordem Siphonaptera e ao género Ctenocephalides, o
qual inclui 13 espécies e subespécies. A subespécie C. felis felis ¢ mais adaptavel do que C.
canis, uma vez que infesta mais espécies hospedeiras e, portanto, se estabelece em areas mais
extensas. A distribuicdo destas espécies esta relacionada a fatores ambientais que influenciam
sua sobrevivéncia, desenvolvimento e reprodu¢ao (LINARDI; SANTOS, 2012).

Apesar de quatro subespécies de C. felis ja terem sido reconhecidas, no Brasil, C. felis
felis ¢ a unica subespécie de pulga encontrada em animais de estimacdo, sendo considerada o
ectoparasita mais importante de caes e gatos na maior parte do mundo, atingindo niumeros de
prevaléncia superiores a 92% em caes e 97 % em gatos. (RUST; DRYDEN, 1997;
CARLOTTI; JACOBS, 2000; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). Somente a biologia
de C. felis felis foi bem descrita e, até entdo, e ndo recomenda-se aplicd-la as demais espécies.
(MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

Sao insetos apteros que medem de um a oito milimetros de comprimento, possuem o
corpo achatado latero lateralmente, térax demasiadamente largo e compacto e abdome
arredondado. O revestimento quitinoso € espesso € possui coloragdo castanha escura.
(DOBLER; PFEFFER, 2011). As pernas sdo longas, fortes e adaptadas para o salto. Em
algumas espécies, como a pulga do cdo, C. canis (Curtis, 1826) e a pulga do gato, C. felis
felis. (Bouche, 1835), ¢ possivel observar a presenga de ctenidios (do grego ctenos, que
significa pente) que sdo cerdas mais robustas e esclerosadas (LINARDI, 2011). A maior parte
das espécies conhecidas, cerca de 80%, apresentam ctenidios, destinados a fixacdo e a
locomogao entre os pelos dos hospedeiros (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

As pulgas se desenvolvem por metamorfose completa do ovo ao adulto através de trés
estagios larvais (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

O ciclo de ovo a adulto ¢ completado em aproximadamente 25-30 dias, dependendo
das condi¢des de temperatura, umidade e alimentagdo obtida pelas larvas (LINARDI, 2011),

podendo se estender por até¢ 174 dias, no entanto, na maioria das condi¢cdes domésticas, quase



todas as pulgas completam o seu ciclo de vida dentro de trés a oito semanas (BLAGBURN;
DRYDEN, 2009).

Os ovos sao ovoides, brancos e possuem meio centimetro de comprimento. Pelo fato
de ndo serem pegajosos, os ovos caem do hospedeiro para o0 meio ambiente, geralmente nos
locais de repouso dos hospedeiros, onde o ciclo de vida ¢ concluido. (MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013).

A eclosdo ocorre dentro de um a trés dias (LINARDI; GUIMARAES, 2000). As
fémeas colocam até 25 ovos por dia e um total de varias centenas de ovos durante a vida.
(DOBLER; PFEFFER, 2011). A maioria dos ovos ¢ colocada durante as ltimas oito horas de
escotofase (DRYDEN; RUST, 1994).

J4 as larvas, s@o delgadas, esbranquig¢adas e vermiformes. Possuem cerdas curtas e seu
comprimento varia de dois a cinco milimetros. As larvas sdao de vida livre, se alimentam de
fezes de pulgas adultas (que sdo essenciais para o desenvolvimento bem sucedido), de detritos
organicos que se encontram no ambiente ¢ de ovos de pulgas (BLAGBURN; DRYDEN,
2009).

Uma vez que as larvas sdo fotofobicas e possuem geotropismo positivo, elas podem
ser encontradas em fibras de carpetes, colchdes, materiais de enchimento de sofa e em restos
organicos como galhos e folhas. Sendo assim, acumulam-se em 4reas onde o animal passa
grande parte do tempo (BITAM et al., 2010).

Apds um periodo de pré—pupa, a larva madura transforma-se em pupa, geralmente
dentro de um casulo contruido de seda. O casulo é ovoide, mede cerca de meio centimetro de
comprimento e possui coloracdo esbranquigada. Esses casulos podem ser encontrados no solo,
na vegetacdo, nos tapetes, embaixo de moveis e nas camas dos animais (DRYDEN; RUST,
1994).

A pressdo mecanica e o aumento da temperatura estimulam o rompimento do casulo
(DRYDEN; RUST, 1994).

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

Adultos de C. felis felis podem permanecer em repouso no casulo por até 140 dias, em

temperatura de 11° C e 75% UR. A capacidade de sobreviver durante longos periodos no
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casulo ¢ especialmente importante para espécies como C. felis felis, que infestam hospedeiros
que estdo de passagem (DRYDEN; RUST, 1994).

A pulga recém-emergida pode sobreviver por varios dias antes de realizar o repasto
sanguineo. A sobrevivéncia da pulga recém-emergida depende muito da temperatura e
umidade (DRYDEN; RUST, 1994). As pulgas que j& iniciaram a reproducdo geralmente
morrem dentro de 24 a 48 horas, se afastadas do hospedeiro (DRYDEN et al., 1989).

A hematofagia ¢ exclusiva da fase adulta e obrigatéria para os dois sexos, podendo ser
realizada tanto de dia quanto de noite. Cada repasto dura cerca de 10 minutos, com duas a trés
refeicdes ao dia (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

O dimorfismo sexual ¢ acentuado, com as fémeas maiores que os machos e
apresentando a porcdo posterior arredondada (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Adultos representam apenas 5% de uma populacdo de pulgas (BITAM et al., 2010),
enquanto que 95% das demais formas, encontram-se no ambiente (LINARDI;
GUIMARAES, 2000).

A dermatite alérgica a picada de pulgas, também conhecida como hipersensibilidade a
picada de pulga (DAP), ¢ a doenca dermatoldgica mais comum em cdes e uma das principais
causas de dermatite miliar felina (BLAGBURN; DRYDEN, 2009; CARLOTTI; JACOBS,
2000).

A saliva da pulga contém uma grande variedade de substancias alérgenas ou irritantes
quando em contato com a pele dos animais domésticos. Os sinais clinicos dermatoldgicos
associados a alimentacdo das pulgas sdo varidveis e dependem do numero de pulgas
presentes, a tolerancia individual de cada hospedeiro e, mais importante, a hipersensibilidade
ou ndo do animal a presenga da saliva da pulga. (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

Individuos ndo alérgicos as pulgas podem estar parasitados por um grande numero de
pulgas e apresentar poucos ou ndo apresentar sinais clinicos, entretanto, os muito parasitados
podem evoluir para anemia por perda excessiva de sangue consumido, umas vez que as pulgas
fémeas consomem em torno de 10 a 15 vezes o volume de seus corpos de sangue dos seus
hospedeiros por dia. (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

C. felis felis foi implicada na transmissdo de Rickettsia typhi, Rickettsia felis e
Bartonella spp, Mycoplasma haemofelis, e em alguns casos raros, at€ mesmo Yersinia pestis.
Também pode funcionar como hospedeiro intermediario do nematdide filarideo de caes,

Acanthocheilonema (Dipetalonema) reconditum. Varias espécies também utilizam C. felis



felis como hospedeiro intermedidrio, incluindo Dipylidium caninum e Hymenolepis nana

(BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

2.2 Medidas de Controle de Ctenocephalides felis felis

De uma forma geral, o controle de ectoparasitas em animais domésticos tem sido, em
grande parte, baseado no uso de substancias quimicas, com os produtos para o controle de
pulgas representando a maior parcela deles (TAYLOR; COOP; WALL, 2007).

Para controlar efetivamente as pulgas, ¢ necessario o conhecimento do seu
desenvolvimento, biologia e ecologia. Ou seja, o raciocinio ¢ que ovos, larvas, pupas e adultos
que surgiram recentemente proporcionam um reservatorio para a continua reinfestagdo
(FOURIE; KOK; PETER, 2000).

Portanto, torna-se necessario uma associacdo de estratégias e produtos, tanto
adulticidas, quanto aqueles que atuam nas fases imaturas destes insetos, possibilitando uma
reducdo efetiva das pulgas ndo apenas sobre os animais, mas no meio ambiente (BATISTA et
al., 2012).

A maioria dos inseticidas funciona muito bem eliminando as pulgas existentes no
hospedeiro durante a aplicagdo inicial. O problema ¢ que ocorrem normalmente reinfestagoes.
Historicamente, o controle de pulgas foi realizado por meio de aplicacdes repetidas de
produtos sobre o animal, utilizando inseticidas e reguladores de crescimento de insetos (IGR)
no ambiente (DRYDEN; BROCE, 2003).

Sendo assim, o sucesso no controle de infestagdes de pulgas nos animais, geralmente
envolve uma combinagdo de estratégias que incluem o hospedeiro alvo, o inseticida utilizado
no ambiente e a retirada mecanica que sdo os meios de reduzir ou eliminar as fases da pulga
no ambiente (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

Se os produtos antipulgas sdo aplicados em doses e intervalos apropriados, deve haver
atividade residual adequada entre as aplicagdes para eliminar todas ou quase todas as pulgas
adquiridas novamente, antes que se inicie a producao de ovos (DRYDEN; BROCE, 2003).

A eficacia e a duracdo residual de muitos inseticidas podem ser influenciadas pela
temperatura, umidade, dose de aplicacdo, formulacdo, tratamento e cepa de pulgas. Bem
como, os niveis de reinfestagdo no animal e no ambiente, por isso, nenhum programa tnico de

controle serd eficaz (DRYDEN et al., 1989).



Sao diversos os propdsitos dos tratamentos pulicidas, que vai desde a eliminagdo do
desconforto provocado pelas pulgas nos animais, a perda de sangue gerada pelos repastos
sanguineos e, profilaticamente, a prevencao das manifestagdes clinicas associadas a puliciose

e transmissao de patogenos. (MARCHIONDO et al., 2013).

2.3 Controle Bioldgico de Ctenocephalides felis felis

O controle biologico ¢ uma técnica aplicada a redugdo da populagdao de uma espécie-
alvo que tem potencial de provocar dano econdmico, além de ser recomendado para reduzir a
populacdo de insetos pragas e combater plantas daninhas, patoégenos de plantas, nematoides,
entre outros (MELO; AZEVEDO, 1998).

Com o desenvolvimento da resisténcia contra drogas antiparasitarias, a inddstria tem
hesitado em investir na pesquisa de novos defensivos quimicos. (RIBEIRO, 2008). Além
disso, outro fator que deve ser levado em consideracdo ¢ o elevado custo do tratamento,
favorecendo ao aumento do interesse pelo controle biologico (HOGSETTE, 1999), tornando,
assim, os agentes de controle bioldgico uma alternativa econdmica e ecologicamente viavel
(VALADARES-INGLIS et al., 1998).

Atualmente, ha varias opcdes de organismos para o controle biologico, tais como
insetos, nematoides, protozodrios, bactérias, fungos e virus (HOGSETTE, 1999).

Produtos naturais provenientes de plantas podem representar alternativas as medidas
de controle, por apresentarem baixa toxicidade para mamiferos e pouco impacto ambiental
(RIBEIRO, 2008).

A azadiractina ¢ um composto extraido das sementes da arvore Azadirachta indica,
nativa da india, vulgarmente conhecida como nim. Essas arvores possuem dois compostos
com atividades inseticidas, a azadiractina e a salanina, € um outro composto com agao
fungicida. Tal molécula possui acdo fagoinibidora, atuando na supressdo do apetite, na
interferéncia do funcionamento das glandulas endocrinas que controlam a metamorfose do
inseto, impedindo assim o desenvolvimento na fase larval, comportando-se como analogo do
horménio juvenil. Além disso, a literatura também cita o efeito do nim sobre a oviposigdo e a
fecundidade de insetos e sua agdo repelente (RIBEIRO, 2008).

Estudos experimentais demonstraram que o fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae ¢ capaz de colonizar pulgas da subespécie C. felis felis, sendo considerado
patogénico, mostrando potencial no que se refere ao controle biologico deste inseto

(BITTENCOURT; MASCARENHAS; FACCINI, 1999).



Estudos também demonstraram que as vacinas elaboradas a partir do extrato de
intestino de pulgas alimentadas artificialmente com sangue contendo soro de coelhos
hiperimunizados com extrato solivel de intestino de C. felis felis, podem influenciar na

sobrevivéncia e na fecundidade das pulgas (HEATH et al., 1994).

2.4 Controle Mecanico de Ctenocephalides felis felis

O controle mecéanico de pulgas envolve muitos aspectos, inclusive o sociocultural,
visando principalmente alterar ou remover as condigdes que propiciam o desenvolvimento de
populacdes de pulgas num ambiente interno e externo (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

A primeira etapa para o controle mecanico de pulgas nos animais domésticos, como
cdes e gatos de pelo curto, ¢ a higiene aliado a catacdo manual e a retirada mecanica das
pulgas frequentemente (LINARDI; GUIMARAES, 2000). Pentear animais de estimago por
cinco minutos fornece uma estimativa precisa das populacdes de pulgas. A inspecdo dos
animais infestados revelou que a cabeca e pescoco tem o maior nimero de pulgas, 29,4% e
26,6%, respectivamente (RUST, 2005).

Meios mecanicos de controle ambiental incluem a lavagem de roupa da cama do
animal ou panos das camas frequentadas pelos mesmos. (BLAGBURN; DRYDEN, 2009). A
aspiracdo completa pode oferecer varios beneficios para um programa de controle. O
aspirador pode remover ovos e larvas, além de fezes de pulgas e outros materiais organicos
que podem servir de alimento para as larvas. Apos a aspiracdo, deve-se descartar o saco a
vacuo, para que oS ovos € as larvas ndao continuem se desenvolvendo dentro do
compartimento, tornando-se um reservatorio de pulgas. Deve-se ter atencdo especial a
limpeza dos pisos, pois o desenvolvimento das pulgas pode ocorrer em fendas e rachaduras.
(BATISTA et al., 2012). Além disso, as pupas encasuladas que estiverem sobre o tapete
também poderdo ser afetadas. A vibragdao também estimula pulgas adultas a emergir de seus
casulos, de modo que eles podem ser coletados pela aspiracio (BLAGBURN; DRYDEN,
2009).

Quanto ao ambiente externo, varios pontos importantes devem considerados. As areas
protegidas da luz solar direta e onde o solo ¢ umido, proporcionam condi¢gdes adequadas para
o desenvolvimento de pulgas. Locais com gramados, muitos arbustos com acimulo de
folhagem, matéria organica e que sdo mais frequentados pelos animais nas horas mais quentes

do dia, podem se transformar em focos de criacdo de formas imaturas de C. felis felis,
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principalmente se as condi¢cdes de temperatura e de umidade relativa forem favoraveis. Por
isso, medidas como varrer o canil, manejar adequadamente a vegetagdo, impedir a circulagdo
de biomassas para adubo, manejar o solo e evitar o contato do animal com animais externos

ao domicilio, ajudam a reduzir a populagdo de pulgas (BATISTA et al, 2012).

2.5 Controle Quimico de Ctenocephalides felis felis

Inseticidas sdo substancias quimicas utilizadas para matar, atrair ¢ repelir insetos,
sendo sua descoberta, isolamento, sintese, avaliagdo toxicologica e de impacto ambiental um
vasto topico de pesquisas no mundo inteiro ¢ que tem se desenvolvido bastante nas ultimas
décadas. O primeiro inseticida comercial foi introduzido no mercado em 1843, quando o
primeiro p6 molhavel, contendo enxofre, foi comercializado. Na década de 1940, surgiram as
neurotoxinas sintéticas, cujo orgdo principal, era o sistema nervoso dos insetos, referidas
como neurotoxicas. Um dos grandes problemas com estes compostos ¢ que eles atuam em um
nimero muito limitado de sitios, levando a um rapido desenvolvimento e propagacdo da
resisténcia. (BATISTA et al., 2012).

Sado varios os grupamentos quimicos disponiveis para o controle de ectoparasitas,
como por exemplo, os piretrdides, organofosforados, carbamatos, fenilpirazoles,
nitroguanidinas, neonicotindides e lactonas macrociclicas, porém os métodos de controle
quimico mais corriqueiramente utilizados, e que merecem maior destaque, incluem o emprego
dos reguladores de crescimento dos insetos e de substincias adulticidas com prolongado
poder residual nos hospedeiros e no ambiente (SCOTT et al., 2002).

Quando os animais sdo tratados apenas com compostos adulticidas, acabam se
reinfestando continuamente porque, apos o tratamento, continuam a residir em seus ambientes
de origem, onde os ovos de pulgas, larvas, pupas e pulgas emergentes permanecem e
proporcionam uma fonte continua de novas pulgas adultas (DRYDEN et al., 2007).

Estratégias tradicionais de controle de pulgas tém como objetivo eliminar as pulgas no
hospedeiro, usando substancias adulticidas, combinando com o tratamento do ambiente,
usando regulador de crescimento de insetos (RCI). Uma abordagem alternativa ¢ a
administracao repetida, em intervalos mensais, de um produto de controle de pulgas no animal
que tenha um efeito persistente, tais como imidacloprid ou o fipronil (SHANKS et al., 2000).

Os produtos quimicos utilizados no controle de ectoparasitas de importancia médica

veterinaria podem agir de maneira sistémica, através da absor¢do pelo organismo do
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hospedeiro ou pelo contato direto com o parasito, apos a aplicagdo externa. Praticamente
todos os ectoparasiticidas agem como neurotoxinas no sistema nervoso central do parasito. Os
produtos quimicos que agem sistemicamente podem ser administrados por via parenteral ou
aplicacdo topica, onde o ativo ¢ absorvido por via percutanea e levado para circulagao
sanguinea. Os produtos quimicos com aplicacdo topica possuem um efeito direto sobre o
parasito alvo. Devido a essas diferengas no comportamento farmacocinético e nos modos de
aplicacdo, diferentes formulagdes de drogas podem ser utilizadas para diferentes espécies de
parasitos (TAYLOR, 2001).

Viérias caracteristicas do produto devem ser consideradas quando se projeta um
programa de controle de pulgas e selecao de ativos. Entre eles estdo: a velocidade de atuacao,
duragdo e atividade do espectro, via de administragdo e agdo sistémica versus agao topica de
do produto (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

Os ectoparasiticidas empregados no controle dos principais ectoparasitas de cdes e
gatos estdo disponiveis em diversos tipos de formulagdes e métodos de aplicagdo como
sabonetes, xampus, p6s molhaveis, concentrados emulsionaveis, talcos, sprays, colares
impregnados, “spot-on”, “strip-on” e “pour-on” (SCOTT et al., 2002).

Em ambientes externos, o tratamento quimico pontual em areas sombreadas e/ou que
favorecam o ciclo evolutivo das pulgas, associado a limpeza periddica e a poda adequada de
jardins, gramados e arbustos, ndo s6 contribui para um maior sucesso na utilizacdo de
inseticidas ambientais, ao impedir novas reinfestacdes, como também para a obtencdo de um
maior intervalo entre tratamentos (CORREIA et al., 2010).

A frequéncia de tratamentos necessarios para um controle de pulgas, em longo prazo,
varia entre os diferentes compostos e formulagdes. Porém, os intervalos de tratamento ficam
normalmente na faixa de um a seis meses. Além disso, 0s ectoparasiticidas apresentam uma
série de inconvenientes, como o desenvolvimento de resisténcia por parte dos parasitas e
preocupacdes quanto a seguranga humana e ambiental (COOP, 2002).

Novas substancias sdo necessarias para o efetivo controle de pragas, oferecendo maior
seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econdémica e aplicabilidade em
programas integrados de controle de insetos e baixo impacto ambiental (VIEGAS-JUNIOR,
2003).



2.6 Fipronil

O fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluormetil) fenil]-4-[(trifluormetil) sulfinil]-

1H-pirazol-3-carbonitrila) ¢ um inseticida pertencente a classe dos fenilpirazois (COX, 2005).
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Figura 5. Férmula estrutural do Fipronil (COX, 2005).

O fipronil foi descoberto e desenvolvido pela Rhone-Poulenc Ag Company, em 1987 e
registrado nos Estados Unidos para a produgdo comercial de arroz em 1998. (CHANDLER,
2004).

E membro de uma classe relativamente nova e pequena de inseticida, os pirazéis. O
principal produto quimico € o fenilpirazol que possui efeito herbicida (COLE; NICHOLSON;
CASIDA, 1993; CHANDLER, 2004), por isso, seu uso comegou na agricultura, em culturas
de batata, cana-de-acgtcar, milho, algodao, arroz, soja, cevada e feijdo para o controle das
pragas das plantagdes. Também ¢ utilizado como conservante de madeira; no controle de
pulgas e carrapatos em animais ¢ domesticamente contra baratas e formigas (CHANDLER,
2004; PAYNE et al., 2001).

Atua no sistema nervoso central do inseto inibindo o receptor do dacido -
aminobutirico (GABA) (COUTINHO et al., 2005), e bloqueando os canais de ions cloreto
(HAINZ; CASIDA, 1996). O sistema receptor-GABA, responsavel pela inibicao da atividade
neural anormal, previne o estimulo excessivo dos nervos. Quando a fungdo desse sistema
regulador ¢ bloqueada pelo fipronil ocorre hiperexcitagdao neural e consequentemente a morte

do inseto (COUTINHO et al., 2005). O bloqueio dos canais de ions cloreto do acido gama-
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aminobutirico (GABA), tem maior sensibilidade nos receptores dos insetos que nos receptores
dos mamiferos (HAINZL; CASIDA, 1996).

O mecanismo de seletividade do fipronil nao esta limitado aos receptores do acido -
aminobutirico (GABA). O potencial do mesmo inibe os canais de cloreto ativados por
glutamato que estdo presentes nos invertebrados, como insetos. O glutamato ¢ um
neurotransmissor que possui funcdo excitatoria ou inibitéria e ndo estd presente nos
mamiferos. Assim sendo, os inseticidas que possuem potencial ou seletividade para bloquear
o neurotransmissor de glutamato torna-se altamente eficaz sobre os insetos causando maior
toxicidade, quando comparada aos mamiferos (NARAHASHI et al., 2010.).

O fipronil ¢ altamente lipofilico e difunde-se pelas glandulas sebaceas dos foliculos
pilosos, atuando como um reservatorio e proporcionando longa atividade residual (TAYLOR,
2001). Distribui-se pelos tecidos, principalmente no tecido adiposo. O produto nio ¢
absorvido através da pele intacta, mas ¢ armazenado nas glandulas sebaceas da pele e
lentamente se espalha pela pelagem do animal (HOVDA; HOOSER, 2002).

O fipronil sofre degradagao lenta em agua e sedimentos em condi¢des anaerdbias, com
tempo de meia vida variando entre 116 e 130 dias. E estavel a hidrélise em pH
moderadamente 4cido a neutro. Em condi¢des aerdbias, degrada-se lentamente mediante
oxidagdo, reducdo e hidrolise (meio alcalino). Quando exposto a luz, o composto sofre
fotodegradacdo e sua meia vida ¢ de 3,6 horas em agua e 34 dias em solo argiloso. Produz
diversos metabolitos (produtos da fotodegradagdo), dentre os quais o fipronil-dissulfinil que ¢
extremamente estavel e mais toxico que o composto original (COUTINHO et al., 2005).

O principal metabdlito originado do fipronil em animais vertebrados e invertebrados ¢
a sulfona (HAINZL; CASIDA, 1996). Além da sulfona, existe outro metabodlito, que ¢ um
fotoproduto fipronil-dessulfinil, oriundo da fotodegradagdo. Em ratos, do composto de origem
dos seus metabolitos de 5% a 25% ¢ excretado na urina e de 45% a 75% foi excretado nas
fezes (HOVDA; HOOSER, 2002).

E indicado para animais que precisam de banhos frequentemente, uma vez que, se
mostra resistente a lavagem da pele e a utilizacdo de xampu, e também ndo sofre alteragdo
pela exposicao a luz solar (CUNNINGHAM; RYAN, 1999).

Tancredi (2009) avaliou a influéncia do banho na eficacia de formulagcdo contendo
fipronil 10% no controle de C felis felis e Rhipicephalus sanguineus em caes e os resultados
demonstraram que ndo houve influéncia negativa do banho, seja ele tinico ou realizado

semanalmente até 21 dias apds o tratamento com a formulacdo. Apds o dia +28, as eficacias
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do grupo sem banho e com banhos semanais decairam para 96,4 ¢ 86,9%%, prosseguindo de
100% no grupo com banho unico. Apesar de significantemente diferentes, tais niveis de
eficacia ainda se mantiveram satisfatorios. Uma vez que a aplicagcdo de produtos como este ¢
recomendada mensalmente, o banho inico ou semanal ndo demonstrou influéncia negativa na
atividade pulicida.

O uso do fipronil provoca um baixo nivel de toxicidade por via cutdnea, oral ou
inalagdo; podendo causar uma leve irritacdo nos olhos ou na pele. E nao possui efeito
sensibilizante da pele (HOVDA; HOOSER, 2002).

Melo et al. (2012) avaliou a eficacia, em caes infestados artificialmente, de trés
formulagdes orais de fipronil: 2 mg.kg", 4 mgkg” e 6 mg.kg" de peso corporal. Os grupos
tratados com 2 e 4 mg. kg™ de fipronil foram retirados do estudo no dia +7 e o grupo tratado
com 6 mg.kg" no dia +21 por apresentarem eficacia inferior a 80%.

A variacdo da eficacia ocorre, provavelmente, devido ao fato de que o fipronil mata as
pulgas rapidamente, antes que fagcam a oviposicdo, afetando o ciclo do parasito (POSTAL;
JEANNIN; CONSAVI, 1995).

Yao e Franc (2006) compararam a atividade da selamectina, do imidacloprid e do
fipronil para o tratamento de gatos infestados experimentalmente com C. felis felis. Todos os
tratamentos controlaram as infestacdes ao longo do estudo. Dois dias apds o tratamento, a
formulacao contendo imidacloprid demonstrou eficacia de 100%. Entretanto, apds o dia +9, a
eficacia declinou, até o dia +37. J4 a formulacdo contendo fipronil, obteve eficidcia de 98%
passados 2 dias de tratamento e, a partir do periodo, a formulagdo protegeu os gatos da
reinfestacdo com eficacia de 100% até o término das cinco semanas de estudo. A formulagao
de selamectina demonstrara eficacia de 90% dois dias apos o tratamento. A partir de entao,
protegera os gatos da reinfestagdo de C. felis. felis por trés semanas, com eficacia de 100%.
Durante a quarta e a quinta semana, a protecao foi de aproximadamente 97%.

Em um estudo realizado por Bresciani et al. (2004), em caes infestados naturalmente
por C. felis felis e tratados com fipronil e imidacloprid, o periodo residual do fipronil se
mostrou superior, chegando a 42 dias de prote¢do, enquanto que os tratados com imidacloprid
apresentaram novas infestagdes a partir de 28 a 35 dias pds-tratamento.

Foi determinado em estudo que a eficacia pulguicida do fipronil ¢ potencializada
quando associado ao metopreno. A combinagdo “spot on” prové um aumento de 95% na
atividade adulticida por 5 semanas, 90% na atividade ovicida por 8 semanas e 90% na

inibicao de pulgas adultas emergentes por 12 semanas. Sendo assim, a adi¢do do metopreno
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ao fipronil torna-se uma combinacdo singular para interromper o ciclo de vida da pulga
(YOUNG; JEANNIN; BOECKH, 2004).

Estudos em condig¢des laboratoriais, utilizando infestacdes experimentais com pulgas
demonstraram excelentes resultados de atividade residual do fipronil. A duracao da protecao
contra reinfestacdes com pulgas variou entre 42 e 112 dias em caes e entre 35 e 49 dias em
gatos (POSTAL; JEANNIN; CONSAVI, 1995).

Cruthers et al. (2001) e Dryden, Denenberg e Bunch (2000) observaram que o
tratamento com fipronil com intervalo de 28 a 30 dias ¢ suficiente para a profilaxia de
infestagdes por pulgas em caes e gatos domiciliados e infestados naturalmente.

Mais recentemente foi introduzido no mercado o piriprole que € um novo derivado dos
fenilpirazdis, que sdo substancias efetivas contra um amplo espectro de pulgas e carrapatos
(SCHUELE et al., 2007).

Hosking et al. (2009) avaliaram a eficacia do piriprol 12,5% e do fipronil 10% em
associacdo com metoprene 9%, em caes naturalmente infestados e tratados mensalmente. A
eficacia do piriprol “spot-on” oscilou entre 100% e 93,8%, ja o fipronil em associagdo como
metropeno apresentou oscilagdo de 98,8% e 44,7%, durante os 90 dias de estudo.

Estudo concluiu que o piriprol 12,5% obteve uma eficacia rapida e longo periodo
residual para infestacdes por pulgas adultas, inclusive sobre grandes infestagdes (acima de
1.000 pulgas / cao por cada infestagdo). A velocidade da morte indicou que o tratamento com
o produto pode interromper as infestagdes e o tratamento mensal prevenir novas infestagdes
(BARNETT et al., 2008).

Bonneau et al. (2010) realizaram um estudo em que foi comparada a eficacia do
Effipro® “spot-on” e do Frontline® ‘“‘topspot” em cdes infestados artificialmente com 100
exemplares de C. felis felis, diferindo somente no tipo de veiculo, no controle de pulgas. A
eficacia obtida no dia +2 foi de 99,7% para o Effipro® e de 100% para o Frontline®,
mantendo a eficacia superior a 95% por 93 dias para o Effipro® “spot-on” e de 79 dias para o

Frontline® ““topspot”.

2.7 Peréxido de Benzoila (POB)

O peroxido de benzoila ¢ um peroxido aromatico diaciclico, derivado de um
subproduto do alcatrdo, origindrio do carvao. Foi utilizado pela primeira vez em humanos em
1905, como um antisséptico oxidativo, ndo irritante (SCOTT; MILLER; CAYATTE, 1994).
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O peréxido de benzoila ¢ um potente agente oxidante, que reage com materiais
bioldgicos, interagindo com os radicais hidroxilo, do grupo sulfoxido, ligacdes duplas e outras
substancias, propriedades que lhe permitem romper as membranas celulares dos microbios
(MUELLER, 2012).

Considerada atualmente como a substancia topica mais utilizada no mundo no controle
da acne, o peroxido de benzoila, ¢ amplamente utilizado na dermatologia. Apesar de ser um
poderoso agente antioxidante, ndo ¢ toxico para seres humanos, inclusive, ¢ utilizado no
processamento de alimentos para branquear farinha, 6leos entre outras varias aplicagdes
industriais (POPP; TANGHETTI, 2009).

Desde sua introdu¢do na medicina veterinaria, em 1976 POB tornou-se amplamente
utilizado para o tratamento de piodermites bacterianas e varios disturbios de queratinizagdo,
especialmente “seborreia primaria” (SCOTT; MILLER; CAYATTE, 1994).

A eficacia do peroxido de benzoila ¢ devida a sua atividade bactericida e pelo seu
efeito queratolitico. E considerado superior aos antibidticos, pois as bactérias ndo
desenvolvem resisténcia a ele e, superior as outras substincias queratoliticas, por possuir
efeito bactericida (POPP; TANGHETTTI, 2009).

Scott (1979) e Kwochka e Kowalski (1991) observaram resposta boa a excelente no
tratamento de piodermites bacterianas utilizando shampoo com perdxido de benzoila a 2,5%
sem auxilio de qualquer outra modalidade terapéutica, ratificando que o peroxido de benzoila
¢ altamente recomendado na inibicdo do crescimento bacteriano em cdes com piodermites
bacterianas.

Quando posto sobre a pele, o POB penetra o estrato corneo e abre o foliculo piloso,
sendo metabolizado em 4cido benzoico. A liberagdao do acido benzdico € responsavel pela lise
da substancia intercelular no estrato cérneo da pele, o que explica o efeito queratolitico.
(SCOTT; MILLER; CAYATTE, 1994).

Waller et al. (2006) compararam a eficicia queratolitica e a ruptura de barreira cutdnea
do peroxido de benzoila 2%, acido retindico 0,05% e acido salicilico 2%, determinando que o
peroxido de benzoila demonstrou significante atividade queratolitica, demonstrada pela maior
quantidade de estrato corneo removido, demonstrado pela maior perda de dgua transepidermal
nas camadas mais profundas. Os autores também observaram que a interrupcao da barreira do
estrato cérneo pode melhorar a penetracdo de outras drogas, complementando a eficacia

antibacteriana.
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Uma desvantagem para o tratamento com produtos contendo POB ¢ o possivel
aparecimento de reagdes irritativas na pele. Acredita-se que o grau de irritagdo deva estar
relacionado com a quantidade de POB presente no produto (FARES; CHATTERIJEE;
HAYWARD, 1996).

Geralmente, ¢ utilizado a 2,5-3%, sendo bem tolerado, havendo rea¢des em somente
2,5 a 5% de todos pacientes submetidos a tratamentos. As reagdes de hipersensibilidade sdo
muito raras. Demonstrou atividade promotora de neoplasias de pele em ratos e hamster, o qué
ndo fora demonstrado em nenhuma outra espécie. Outros efeitos secundarios incluem o
branqueamento de pelos e roupas. (SCOTT; MILLER; CAYATTE, 1994).

Por outro lado, o efeito adverso mais comumente observado é o excessivo
ressecamento da pele. Por esse motivo, deve ser evitado o uso no tratamento de caes com
diversas afeccdes dérmicas com pele ressecada). Assim, se o0 POB for utilizado no tratamento
de piodermites bacteriana de caes com pele ressecada, muitas das vezes devera ser aplicados
produtos de acdo emoliente a fim de neutralizar o ressecamento (SCOTT; MILLER;
CAYATTE, 1994).

Embora algumas formulas antigas de peroxido de benzoila apresentassem limitagdes
pela irritagdo provocada, novas formulacdes adicionadas a excipientes como uréia, glicerina e

emolientes, t€ém melhorado muito a tolerabilidade da substancia (POPP; TANGHETTI, 2009).

2.8 Barreira Cutanea e Lipideos Epidérmicos

Os lipideos epidérmicos desempenham um papel importante na fungdo de barreira da
pele de mamiferos, especialmente os lipideos que constroem as lamelas de lipideo intercelular
do estrato corneo. (SCHULZE et al., 2013).

As ceramidas sdo o maior grupo de lipideos do estrato corneo. Os outros componentes
incluem o colesterol, os 4cidos graxos livres, os sulfatos de colesterol e os ésteres de
colesterol. Os lipideos do estrato corneo formam uma barreira composta, altamente
organizada e estruturada, formando camadas membranosas multilamelares. (REITER;
TORRES; WERTZ, 2009).

Essa barreira epidérmica € responsavel por varias fungdes importantes, incluindo o
controle da absor¢do percutanea de irritantes e alérgenos (fungcdo de barreira da
permeabilidade) e regulagdo da perda de dgua transcutdnea (funcdo de barreira da
permeabilidade de dgua). (REITER; TORRES; WERTZ, 2009).
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As ceramidas sdo consideradas como a classe mais importante dos lipideos que
compdem a barreira epidérmica, visto que a barreira ndo possa ser interrompida, a menos que
as ceramidas sejam removidas (REITER; TORRES; WERTZ, 2009).

Mudangas no perfil de ceramidas podem levar a incompleta formagao das lamelas
lipidicas intercelulares e aumento da perda de agua transepidermal (SCHULZE et al, 2013).

A deficiéncia de ceramidas foi especialmente correlacionada ao aumento da perda de
agua transepidérmica e, consequentemente, reduzidos valores de hidratacao da pele em seres
humanos com dermatite atopica. Além disso, tem-se especulado que a ruptura da barreira
constitutiva, associada a diminui¢do das ceramidas no estrato corneo de seres humanos, pode
estar associada a predisposi¢do para a colonizagdo por Staphylococcus aureus (REITER;
TORRES; WERTZ, 2009).

Em seres humanos, para algumas afec¢des dérmicas, suspeita-se de defeito subjacente
da barreira epidérmica; consequentemente, os lipideos do estrato corneo tem sido objeto de
varios estudos recentes. (SCHULZE et al., 2013).

Arikawa et al. (2002) sugeriram que a diminui¢do dos niveis de ceramidas leva a
diminui¢do dos niveis de esfingosina, um antimicrobiano natural contido dentro do estrato
corneo € o subsequente aumento de bactérias na pele de seres humanos portadores de
dermatite atopica. Os resultados encontrados explicam, pelo menos parcialmente, a aparéncia
inflamada e escamosa da pele dos individuos com a afeccdo e sua propensdo a desenvolverem
infec¢des bacterianas secundarias.

Em relacdo as anormalidades na pele, semelhantes em dermatites atopicas humanas e
caninas, ha poucos estudos sobre lipideos da pele canina. Infelizmente, os varios diferentes
métodos de amostragem, dificulta a analise comparativa desses estudos (SCHULZE et al.,
2013).

Pesquisas muito relevantes em seres humanos portadores de dermatite atdpica, tém
demonstrado alteragdes na funcao da barreira lipidica do estrato cérneo. Muitos dos estudos
revelaram uma deficiéncia de ceramidas no estrato corneo dos pacientes afetados (REITER;
TORRES; WERTZ, 2009).

Para a investigacdo dos lipideos epidérmicos de animais in vivo, um método de
amostragem nao invasivo ainda ¢ mais recomendado. Com essa finalidade, alguns métodos de
extracdes topicas que utilizam solventes organicos foram descritos (SCHULZE et al., 2013).

Schulze et al (2013), em estudo de comparagdo de 3 métodos de mensuracdo dos

lipideos caninos, concluiram que varios fatores devem ser considerados na interpretacdo dos
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resultados das medicagdes de lipideos da pele, particularmente sobre as ceramidas. Para além
do método de amostragem, os padrdes utilizados para a quantificagdo possuem uma grande
influéncia sobre a composicao lipidica determinada.

Misturas de hexano e alcoois tém sido usadas para extrair os lipideos epidérmicos
humanos e de porcos, com minima irritacdo. A extra¢ao de lipideos utilizando uma mistura de
2:1 de n-hexano e etanol, revelou perfis de ceramida comparéaveis aos resultados obtidos em
fita decapagem. Entretando, a viabilidade da utilizagdo do procedimento de extragdes topicas
em caes ainda deve ser investigada, pois, durante o tempo de exposi¢ao, pode haver perda de
solvente (SCHULZE et al., 2013).

Outro desafio no estudo dos lipideos epidérmicos ¢ o procedimento analitico,
particularmente para as ceramidas. Devido a grande variabilidade de ceramidas no estrato
corneo, a classificagdo de acordo com a composi¢ao molecular tem sido desenvolvida.

A fim de separar as classes de ceramida, a cromatografia em camada fina de alto
rendimento de fase normal (HPTLC) ¢ ainda o método de primeira escolha (SCHULZE et al.,
2013).

Nos ultimos anos, protocolos utilizando cromatografia liquida de alta pressdo em fase
normal (HPLC), em alguns casos juntamente com espectrometria de massa (MS) também tém
sido descritos (SCHULZE et al., 2013).

Adicionalmente, a localizagdo anatomica pode afetar os resultados de estudos de
lipideos da pele canina. Além disso, o estudo revelou que a raspagem e a esfoliagdo da pele
como métodos adequados e comparaveis para lipideos epidérmicos caninos, enquanto que a
analise da epiderme separada por calor ndo deve ser o método de primeira escolha, devido a
fraca reprodutibilidade (SCHULZE et al., 2013).

Consequentemente, a investigacdo dos lipideos epidérmicos continua sendo um
desafio e todos os fatores mencionados podem influenciar os resultados. O uso de diferentes
padrdes de ceramidas para a quantificacdo, as diferentes formas de calcular o teor de lipideos
e os variados métodos de amostragem, fazem com que a comparagao dos estudos seja bastante
dificil (SCHULZE et al., 2013).

Os acidos graxos sdo importantes para o controle da hidrata¢do, da perda de agua
transepidermal e para o controle da fungdo de barreira epidérmica. Eles também sao
queratoliticos e possuem agdo fungiostatica. Exemplos de acidos graxos com propriedades

fungiostaticas e queratoliticas incluem o acido caprilico, propionico e os acidos undecilénico
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Recentemente, alguns novos produtos tém sido desenvolvidos para aplicagdo topica dos
acidos graxos para o revestimento da pele e pelos (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

Os beneficios desses produtos ainda estdo sendo analisados em estudos mais
controlados mas as impressdes iniciais sdo favoraveis em relagdo a sua utilizacdo em
seborreia e as doengas alérgicas de pele (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

Um produto com propriedades similares ¢ o Allerderm Spot-on (Virbac), que contém
um complexo de lipideos dérmicos composto por uma mistura de ceramidas e acidos graxos
semelhantes aos contidos em uma pele saudavel. Estudos relatam beneficios na utilizagdo do
produto em condigdes de pele seborreica e afecgdes alérgicas das peles a partir dos seus
efeitos sobre a melhoria da fungdo de barreira epidermal. (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL,
2013).

Fujimura et al. (2011) avaliaram os beneficios clinicos da aplicagdo de formulacao
topica de complexo lipidico composto por ceramidas, colesterol e acidos graxos livres
(ALLERDERM Spot-On — Virbac AS, Carros, france) no tratamento de cdes com dermatite
atopica cronica. Os resultados do estudo sugeriram que a aplicacdo do complexo lipidico ¢é
benéfica quando utilizada no manejo terapéutico da dermatite atopica canina.

Chamlin et al. (2012) demonstraram reparacao da barreira epidérmica por microscopia
eletronica de transmissao em criangas portadoras de dermatite atdpica apds a utilizacdo de
complexo reparador contendo emolientes a base de ceramidas, induzindo a recuperagdo da
perda de agua transepidérmica e, consequentemente, aliviando significativamente os sinais
clinicos associados a dermatite atopica.

Piekutowska et al. (2008) evidenciou por microscopia eletronica que, em caes com
dermatite atdpica, a aplicagdo topica de um complexo lipidico conduziu a melhorias na
estrutura inter-cornedcitos, na producao de lipideos lamelares e no preenchimento dos espagos
inter-cornedcitos com lipideos lamelares recém-formados.

Estudo conduzido por Shimada et al. (2009) estabeleceu correlagdo entre a perda de
agua transepidérmica e o conteudo de ceramida relativa contida em cdes atopicos com pele
lesionada e ndo lesionada.

Popa et al. (2011) analisaram os lipideos epidérmicos em cdes normais e atdpicos,
antes e depois da administracdo de suplemento oral de acidos graxos essenciais contendo
Omega-6 e 6mega 3 e puderam observar que, passados dois meses da suplementagdo, o
conteudo de lipideos foi alterado significativamente em ambos os grupos. Aumentando

consideravelmente os niveis de ceramidas intercelulares livres, os niveis de colesterol livre no
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estrato corneo e de acidos graxos livres, passando, nos casos dos atopicos, inclusive a superar
os niveis encontrados nos caes sadios e ndo portadores de dermatite atopica.

Bensignor et al. (2008) avaliaram os beneficios de uma alimentagdo comercial rica em
acidos graxos essenciais. Concluindo que, passadas quatro semanas, animais portadores de
dermatite atdpica submetidos a tais dietas, obtiveram melhoras significativas nas lesdes
clinicas ¢ no grau de prurido. No entanto, o grau de melhoria limitada significa que ¢
improvavel que a dieta isolada ird gerir a dermatite atopica de forma satisfatoria, devendo ser
considerado com parte de um plano de tratamento. Podendo ter vantagens aditivas ou
sinérgicas, assim como fora demonstrado no ensaio para reduzir os requisitos para os

farmacos anti-inflamatérios como glicocorticoides.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Localizac¢ao da Experimentacio

O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), pertencente ao Departamento de
Parasitologia Animal (DPA) do Instituto de Veterinaria (IV) da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRYJ), localizada no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, a
latitude 22°44'38" sul, longitude 43°42'27, oeste e altitude de 26 metros.

A metodologia empregada no estudo foi a preconizada pela Associacdo Mundial para
Avango da Parasitologia Veterinaria (MARCHIONDO et al., 2013).

A utilizagdo de animais no presente estudo foi aprovada pelo Comité de Etica de Uso
de Animal (CEUA) da Fundacdo de Apoio a Pesquisa Cientifica e Tecnologica da UFRRJ
(FAPUR), em reunido realizada em 04 de julho de 2014 (Anexo).

3.2 Obtencao de Adultos de Ctenocephalides felis felis

As pulgas utilizadas foram oriundas da colonia mantida hd mais de dez anos, nas
mesmas dependéncias onde foram realizados os desafios. As pulgas adultas ndao alimentadas
foram mantidas em camara climatizada com demanda bioquimica de oxigénio, em

temperatura de 284+1°C e umidade relativa de 75+10%.

3.3 Delineamento experimental
3.3.1 Selecio e manejo dos animais

Foram selecionados 24 caes da raga Beagle, distribuidos na mesma propor¢ao (machos
e fémeas) por grupo experimental, compondo seis animais por grupo, com idade variando
entre um ano e meio e seis anos e peso variando entre oito e treze quilos. Todos os caes do
experimento estavam identificados com “transponder” implantado no tecido subcutaneo, na
regido entre as escapulas.

Os animais foram mantidos durante o periodo experimental em baias individuais, onde
receberam racdo comercial fornecida duas vezes ao dia e dgua ad libitum.

Antes de dar inicio a fase experimental, os cdes passaram por um periodo de adaptagao
e climatizacao por 14 dias em baias individuais de alvenaria com piso cimentado, com 1,5 m?

e com limpeza das instalagdes sendo realizada diariamente.
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Os animais foram divididos em 4 grupos, contendo 6 animais cada grupo:

e Grupo Controle: caes mantidos sem tratamento;

e Grupo Tratado I: cdes banhados semanalmente com sabonete liquido glicerinado' e
neutro,

e Grupo Tratado II: caes submetidos previamente a banhos diarios e ao longo de 21 dias
consecutivos com Peréxido de Benzoila 2,5% para indugdo do ressecamento cutaneo;

e Grupo Tratado III: caes submetidos previamente a banhos diarios e ao longo de 21
dias consecutivos com Peroxido de Benzoila 2,5% para indugdo do ressecamento
cutaneo e posterior aplicacao de formulagao lipidica contendo acidos graxos essenciais
e ceramidas, mantendo aplicagdes quinzenais até o término do estudo.
Os animais do grupo controle ndo receberam tratamento, enquanto que os animais dos

21
727, conforme as

grupos tratados I, II e III receberam a formulacdo de Fipronil 10% “spot on
instrugdes e dosagens fornecidas pelo fabricante para uso em caes.

Os animais do grupo tratado III receberam, quinzenalmente, até o término do estudo,
aplicacdes de formulagdo lipidica contendo em sua formulagdo 4cidos graxos essenciais e
ceramidas’.

A infestagdo de todos os grupos fora realizada com 100 exemplares de pulgas adultas
ndo alimentadas (50 machos e 50 fémeas). Os exemplares foram colocados em tubos de
ensaio individuais, respectivamente para cada cao.

Os cades do grupo tratado II e III, submetidos aos 21 dias consecutivos de banhos
diarios, prévios ao inicio do estudo com perdxido de benzoila 2,5%, apresentaram diferentes
niveis de escamag¢do epidérmica, levando a crer, clinicamente, que os mesmos apresentaram
ressecamento epidérmico induzido pelos banhos.

Na Tabela 1, estdo indicados os grupos de tratamentos, o numero de identificacdo, o
sexo, o peso dos animais, a dose correspondente do produto empregado e a dose recebida por

animal dos grupos experimentais.

'PetBril®?, Effipro® “Spot-On” (Virbac). * Allerderm ® Spot-On (Virbac).
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Tabela 2. Grupos de tratamentos, sexo, numero de identificacdo, peso dos animais, dose

correspondente do produto e contagem de pulgas para efeitos de ranqueamento.

Grupo/ Sexo Peso corporal Volume empregado  Contagem de pulgas no
animal Kg no tratamento dia -5
Controle
35813 m* 15.600 - 46
595318 M 15.200 - 49
288403 M 11.800 - 66
227500 M 12.500 - 62
249437 M 14.700 - 59
595950 =5 8.800 - 52
Média® 13.10 59,75
DP* 2.37 5,12
Tratado 1
250426 M 15.300 1,34 mL 52
594686 M 11.100 1,34 mL 72
394675 M 13.700 1,34 mL 46
44309 M 13.700 1,34 mL 48
604885 M 11.700 1,34 mL 54
595142 F 9.100 0,67 mL 63
Média 12.43 55,83
Desv. Pad. 2.04 9,03
Tratado 2
416929 M 11.400 1,34 mL 46
44118 M 12.600 1,34 mL 51
288374 M 11.500 1,34 mL 58
412375 M 13.600 1,34 mL 52
288429 M 11.600 1,34 mL 64
595779 F 10.900 1,34 mL 49
Média 11.93 53,33
Desv. Pad. 0.90 5,99
Tratado 3
595290 M 11.900 1,34 mL 48
288437 M 9.800 0,67 mL 43
104220 M 16.200 1,34 mL 60
594689 M 14.050 1,34 mL 69
288438 M 12.300 1,34 mL 52
44066 F 13.300 1,34 mL 56
Média 12.93 54,67
Desv. Pad. 1.97 8,40

1Macho; 2Fémea; *Média aritmética; *Desvio padrdo.
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3.3.2 Avaliacio da eficacia do fipronil no controle de Ctenocephalides felis felis em
cies

No dia -26, antes da infestacdo, os caes foram desinfestados para assegurar que nao

houvesse infestacdo prévia. No dia -25, os animais foram avaliados para efeito de
ranqueamento e divisdo dos grupos experimentais. No ranqueamento foram utilizados 100
exemplares de C. felis felis para todos os grupos experimentais. Apos o ranqueamento,
procedeu-se o sorteio dos grupos experimentais (controle e tratados) € os animais foram
distribuidos em quatro grupos de seis animais cada.

Os grupos foram divididos em:

. Grupo Controle: seis cdes (uma fémea e cinco machos) mantidos sem tratamento,
sendo infestados com 100 exemplares de C. felis felis, nao alimentadas;

. Grupo Tratado I: seis cdes (uma fémea e cinco machos) tratados com a formulagdo
de fipronil 10%, sendo infestados com 100 exemplares de C. felis felis, ndo alimentadas e
banhados semanalmente com sabonete liquido glicerinado neutro;

. Grupo Tratado II: seis cdes (uma fémea e cinco machos) banhados diariamente com
shampoo a base de peroxido de benzoila 2,5% ao longo de trés semanas, posteriormente,
sendo infestados com 100 exemplares de C. felis felis, ndo alimentadas e tratados com a
formulacao de fipronil 10%;

. Grupo Tratado III: seis caes (uma fémea e cinco machos) banhados diariamente com
shampoo a base de peroxido de benzoila 2,5% ao longo de trés semanas, posteriormente,
sendo infestados com 100 exemplares de C. felis felis, ndo alimentadas, tratados com a
formulagdo de fipronil 10% e, quinzenalmente, recebendo aplica¢des de formulagdo lipidica
contendo 4cidos graxos essenciais e ceramidas.

No dia -1, os caes pertencentem ao grupo tratado III receberam a formulacao do
complexo lipidico contendo acidos graxos e ceramidas, nas apresentagdes de 2 ml para
caes até 2 kg e 4 ml para caes acima de 10 kg. Tais aplicagdes foram repetidas nos animais
do referido grupo, com intervalos quinzenais, até o término do estudo. As aplicagdes foram
realizadas diretamente sobre a pele do animal, sendo metade do contetdo aplicado no
espaco entre as escapulas e a outra metade ao longo de toda a extensdao do dorso e no
sentido contrario ao pelo.

No dia 0, os cdes dos grupos tratados receberam a formulacao de Fipronil 10% “Spot-

On”, nas apresentagdes de 0,67 mL para caes pesando entre dois e 10 kg e 1,34 mL para caes
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pesando entre 10,1 a 20 kg. A aplicagdo foi diretamente sobre a pele do animal, ao longo do
pescoco no sentido contrario ao pelo.

Nos dias -2, +5, +12, +19, +26, +33 e +40, +47 ¢ +54 foi realizada a infestagao
conforme descrito anteriormente. Nos dias +2, +7, +14, +21, +28, +35, +42, +49 e +56 foi
realizada a retirada mecanica, através da utilizagdo de pentes proprios (“comb test”), para a
contagem de pulgas vivas.

Na Tabela 2, esté representado um resumo das atividades e das etapas da avaliacdo da
eficacia do fipronil 10% “spot on” utilizado nos caes.

A contagem de C. felis felis foi realizada através da utilizacdo de pentes finos contendo
de 11-13 dentes por centimetro e a penteacdo foi realizada ao longo do corpo do animal com
duracdo de 20 minutos ou até que ndo houvesse mais recuperacdo de pulgas. Diariamente
todos os cdes foram observados quanto a qualquer tipo de alteracdo clinica. O desafio com
pulgas e a contagem continuaram até que ndo houvesse mais eficicia do tratamento com a

formulagdo de fipronil utilizada.
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3.4 Analise estatistica

Na andlise estatistica, os nimeros de pulgas adultas vivas foram submetidos ao teste
de normalidade Shapiro-Wilk. Como os dados ndo apresentaram distribui¢do normal, foram
submetidos ao Teste de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis.

O nivel de significancia considerado foi de 95% (p<0,05).

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa estatistico R versao 2.4.1 (R

Foundation 2006).
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4 RESULTADOS

Os resultados do nimero de pulgas vivas recuperadas nos animais dos grupos
controle, tratado I, tratado II e tratado III, durante todo o periodo experimental,
encontram-se nas Tabelas 3, 4 ¢ 5 e Figuras 2, 3 ¢ 4.

A andlise estatistica comparativa entre os grupos controle, tratado I, tratado II e
tratado III, demonstrou que ocorreu diferenca significativa (p<0,05) para os desafios em
todos os dias experimentais, apds o tratamento (Tabelas 3, 4, 5).

A média de pulgas recuperadas no grupo controle foi superior a 50% em todos os dias
experimentais.

A média de pulgas recuperadas no grupo tratado I foi inferior a zero até o dia +42,
atingindo média de 15 pulgas, no dia +49.

A média de pulgas recuperadas entre no grupo tratado II foi inferior a zero até o dia
+28, atingindo média superior a 10 pulgas, no dia +49.

A média de pulgas recuperadas no grupo tratado III foi inferior a zero até o dia +35,
atingindo média de 47 pulgas, no dia +49.

Nos dias +35 somente dez pulgas vivas foram encontradas no grupo tratado II. No dia
experimental + 42 foram recuperadas apenas duas pulgas no grupo tratado II1.

A média de pulgas recuperadas entre os grupos controle e tratado II foi de zero até o
dia +21, atingindo média superior a 50 pulgas no dia +42.

O grupo tratado II apresentou uma pulga recuperada no dia + 28. Os dias
experimentais + 2, +7, +14, +21 ndo apresentaram pulgas vivas recuperadas.

As médias do grupo controle quando comparado com as médias do grupo tratado I,
apresentou diferenga significativa (p<0,05) para os desafios em todos os dias experimentais,
apos o tratamento (Tabelas 3 e 6).

As médias do grupo controle quando comparado com as médias do grupo tratado II,
apresentou diferenca significativa (p<0,05) para os desafios em todos os dias experimentais,
apos o tratamento (Tabelas 4 e 6).

As médias do grupo controle quando comparado com as medias do grupo tratado III,
apresentou diferenga significativa (p<0,05) para os desafios até o dia +42, ndo havendo

diferenca significativa nos dias subsequentes (Tabelas 5 e 6).
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As médias do grupo tratado I quando comparado com as médias do grupo tratado II,
ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) para os desafios em todos os dias
experimentais, apos o tratamento (Tabela 6).

As médias do grupo tratado I quando comparado com as médias do grupo tratado III,
ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) para os desafios até o dia +49. No dia +56,
houve diferenca significativa entre os grupos (p>0,05) (Tabela 6).

As médias do grupo tratado II quando comparado com as médias do grupo tratado III,
ndo apresentou diferenga significativa (p>0,05) para os desafios em todos os dias
experimentais, apds o tratamento (Tabela 6).

O produto em teste apresentou resultados de eficacia pulguicida de 100%; 100%:;
100%; 100%; 100%; 100%, 100%, 76,25% e 72,47, respectivamente para os dias
experimentais de +2, +7, +14, +21, +28, +35, +42, +49, +56 para o grupo tratado I (Figura 5).

O grupo tratado II apresentou resultados de eficacia pulguicida de 100% nos dias + 2,
+7, +14, +21 e +28. Nos dias subsequentes, os resultados de eficacias foram de 97%; 93%;
83% e 71, respectivamente (Figura 6).

No grupo tratado III, os resultados de eficacia pulguicida encontrados foram: 100%,
100%, 100%, 100%, 100%, 100%, 99,48%, 28,23% e 27,52% para os dias +2, +7, +14, +21,
+28, +35, +42, +49 e +56, respectivamente. (Figura 7).

Com base nestes resultados, pode-se afirmar que a desidratagdo epidérmica induzida
no grupo tratado II, submetido a banhos diarios e ao longo de 21 dias consecutivos com
Peroxido de Benzoila 2,5% para inducdo do ressecamento cutaneo, ndo influenciou na
eficacia do fipronil. J& no grupo tratado III, onde os animais foram submetidos as aplicagoes
quinzenais do completo lipidico, ndo houve potencializacdo na eficacia do fipronil, ndo
apresentando maior efeito residual de protegdo quando os animais foram submetidos a sua
aplicacado, corroborando a ndo interferéncia do ressecamento cutaneo,

O desafio foi encerrado no dia +56, ja que a avaliacao da eficacia dos grupos tratados

I, IT e III reduziram drasticamente, 72,47%, 71% e 27,52%, respectivamente.
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Tabela 2. Contagens individuais de pulgas adultas e vivas, recuperadas através do método “comb-test”, valores de média e desvio padrdo dos

animais do grupo controle e tratado I, com o produto em teste ao longo do periodo experimental.

Gr_upo/ Numero de pulgas vivas recuperados
animal Dia +2 Dia +7 Dia +14 Dia +21 Dia +28 Dia +35 Dia +42 Dia +49 Dia +56
Controle
35813 65 54 58 52 54 70 86 51 66
595318 67 61 56 61 62 60 73 85 73
288403 63 65 60 60 81 69 53 70 68
227500 85 52 55 72 63 65 77 51 56
249437 73 59 64 51 52 51 51 62 71
595950 63 52 57 62 53 63 52 60 62
Média 69,33% 57,17% 58,33% 59,67% 60,83% 63,00% 65,33% 63,17% 66,00*
DP? 7,78 4,88 2,98 6,99 9,99 6,35 13,89 11,77 5,69
Tratado 1
250426 0 0 0 0 0 0 0 26 11
594686 0 0 0 0 0 0 0 42 34
394675 0 0 0 0 0 0 0 8 11
44309 0 0 0 0 0 0 0 0 8
604885 0 0 0 0 0 0 0 12 25
595142 0 0 0 0 0 0 0 2 20
Média 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 15,00 18,17°
Desv. Pad. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14,73 9,19

'Média aritmética; 2Desvio Padrao; *Médias com letras minusculas diferentes diferem significativamente entre si (p for < 0,05).
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Tabela 3. Contagens individuais de pulgas adultas ¢ vivas, recuperadas através do método “comb-test”, valores de média e desvio padrdo dos

animais do grupo controle e tratado 11, com o produto em teste ao longo do periodo experimental.

Grupo/ animal Numero de pulgas vivas recuperadas
Dia +2 Dia +7 Dia +14 Dia +21 Dia +28 Dia +35 Dia +42 Dia +49 Dia +56

Controle
35813 65 54 58 52 54 70 86 51 66
595318 67 61 56 61 62 60 73 85 73
288403 63 65 60 60 81 69 53 70 68
227500 85 52 55 72 63 65 77 51 56
249437 73 59 64 51 52 51 51 62 71
595950 63 52 57 62 53 63 52 60 62
Média 69,33% 57,17% 58,33% 59,67% 60,83% 63,00% 65,33% 63,17% 66,00*
DP? 7,78 4,88 2,98 6,99 9,99 6,35 13,89 11,77 5,69

Tratado 2
416929 0 0 0 0 0 0 0 1 1
44118 0 0 0 0 0 0 10 35 43
288374 0 0 0 0 0 0 1 1 26
412375 0 0 0 0 0 0 0 5 3
288429 0 0 0 0 0 0 0 0 14
595779 0 0 0 0 0 10 17 23 27
Média 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 1,67° 4,67° 10,83" 19,00
Desv. Pad. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,73 6,57 13,40 14,69

'Média aritmética; 2Desvio Padrao; Médias com letras minusculas diferentes diferem significativamente entre si (p for < 0,05).
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Tabela 4. Contagens individuais de pulgas adultas e vivas, recuperadas através do método “comb-test”, valores de média e desvio padrdao dos
animais do grupo controle e tratado I11, com o produto em teste ao longo do periodo experimental.

Grupo/ animal NUmero de pulgas vivas recuperadas
Dia +2 Dia +7 Dia +14 Dia +21 Dia +28 Dia +35 Dia +42 Dia +49 Dia +56

Controle
35813 65 o4 58 52 54 70 86 51 66
595318 67 61 56 61 62 60 73 85 73
288403 63 65 60 60 81 69 53 70 68
227500 85 52 55 12 63 65 77 51 56
249437 73 59 64 51 52 51 51 62 71
595950 63 52 57 62 53 63 52 60 62
Média’ 69,33% 57,172 58,33% 59,672 60,83% 63,00% 65,33% 63,172 66,00%
DP? 7,78 4,88 2,98 6,99 9,99 6,35 13,89 11,77 5,69

Tratado 3
595290 0 0 0 0 0 0 0 33 41
288437 0 0 0 0 0 0 0 78 56
104220 0 0 0 0 0 0 2 41 44
594689 0 0 0 0 0 0 0 15 56
288438 0 0 0 0 0 0 0 60 42
44066 0 0 0 0 0 0 0 45 48
Média 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,33° 45,00° 48,00°
Desv. Pad. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,75 19,88 6,17

'Média aritmética; 2Desvio Padréo; Médias com letras minasculas diferentes diferem significativamente entre si (p for < 0,05).
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Tabela 5. Valores de media, desvio padrdo e eficacia dos animais do grupo controle e tratado I, 1l e I1l, com o produto em teste ao longo do

periodo experimental.

Numero de pulgas vivas recuperadas

Grupo Dia+2 Dia+7  Dia+l4  Dia+21  Dia+28  Dia+35  Dia+42  Dia+49  Dia +56
Controle
Média® 69,33  57,17° 58,33 59,672 60,83 63,00° 65,33 63,17 66,00°%
DP? 7,78 4,88 2,98 6,99 9,99 6,35 13,89 11,77 5,69
Tratado |
Média 0,00 0,00 0,002 0,007 0,002 0,002 0,00%% 15,00 18,17
Desv. Pad. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14,73 9,19
Eficacia % 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 76,25 72,47
Tratado Il
Média 0,00 0,00 0,007 0,007 0,007 1,67 4,67 10,83 19,00
Desv. Pad. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,73 6,57 13,40 14,69
Eficacia % 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 97,35 92,86 82,85 71,21
Tratado 111
Média 0,00 0,00 0,007 0,007 0,007 0,007 0,33% 45,407 47,8322
Desv. Pad. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,75 19,89 6,18
Eficacia % 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 99,49 28,23 27,53

‘Média aritmética; 2Desvio Padrao; *Médias com letras minusculas diferentes diferem significativamente entre si (p for < 0,05).
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5 DISCUSSAO

Bresciani et al. (2004) realizaram um estudo em caes infestados naturalmente por
Ctenocephalides e tratados com fipronil 10% e imidacloprid. O periodo residual do fipronil se
mostrou superior, chegando a 42 dias de protecdo, enquanto que os tratados com imidacloprid
apresentaram novas infestacdes a partir de 28 a 35 dias pds-tratamento. No presente estudo, as
eficacias foram superiores a encontrada pelos autores. O grupo tratado I apresentou eficacia
de 100% do dia +2 até o dia +42. O grupo tratado II apresentou eficacia de 100% do dia +2
até o dia +28; 97% no dia +35 e de 93% no dia +42. O grupo tratado III apresentou eficacia
de 100% do dia + 7 até o dia +35; e de 99,48% no dia +42. A superior eficacia observada
deve-se ao fato de que em estudos com cades e¢ gatos domiciliados, o ambiente ndo ¢
controlado, comprovando a importancia de uma estratégia integrada de controle, pois, adultos
representam apenas 5% de uma populacdo de pulgas (BITAM et al., 2010), enquanto que
95% das demais formas, encontram-se no ambiente (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Yao b e Franc a (2006) compararam a atividade da selamectina, do imidacloprid e do
fipronil para o tratamento de gatos infestados experimentalmente com C. felis felis. Todos os
tratamentos controlaram as infestacdes ao longo do estudo. Dois dias apds o tratamento, a
formulagdo contendo imidacloprid demonstrou eficacia de 100%. Entretanto, ap6s o dia +9, a
eficacia declinou, até o dia +37. J4 a formulacdo contendo fipronil, obteve eficicia de 98%
passados 2 dias de tratamento e, a partir do periodo, a formulacdo protegeu os gatos da
reinfestagdo com eficacia de 100% até o término das 5 semanas de estudo, corroborando com
o presente estudo onde, até o término da quinta semana de estudo, todos os grupos obtiveram
eficédcia superior a 97%.

Cruthers et al. (2001) avaliaram a eficacia do fipronil 10% “topspot” em caes
infestados artificialmente com 100 exemplares de C. felis felis e obtiveram eficacia de 100%,
no dia +2. O presente estudo apresentou resultados semelhantes ao do autor. Todos os grupo
tratados apresentaram eficacia de 100% para o mesmo dia experimental.

Melo et al. (2012) avaliaram a eficacia do fipronil em trés formulagdes orais, nas doses
de 2 mg/kg, 4 mg/kg e 6 mg/kg de peso corporal, em caes infestados artificialmente com C.
felis felis. O grupo tratado com 2 mg/kg apresentou eficacia de 100% para o dia +2 e de
83,79%, para o dia +7; o grupo tratado com 4 mg/kg apresentou eficacia de 88,34%, para o
dia +2 e de 67,98%, para o dia +7. Ambos os grupos foram retirados do estudo por

apresentarem eficicia inferior a 80%. O grupo que recebeu 6 mg/kg de fipronil por via oral
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apresentou eficacias de 97,88, 95,27, 88,75 e 71,43% para os dias +2, +7, +14 e +21
respectivamente. O presente estudo apresentou resultados de eficécias superiores ao obtido
por Melo et al. (2012), ratificando que os fenilpirazois, quando administrados topicamente, no
controle de C. felis felis, mostram-se superiores nos percentuais de eficacia do que quando
administrado por via oral. O fipronil, quando administrado por via oral, apresenta pronta
disponibilizag¢do e eliminagdo, diminuindo o periodo residual. Defra (1999) afirmou que o
fipronil quando administrado por via oral em baixas concentragdes possui uma meia vida mais
longa, bem como um percentual elevado do produto fica armazenado nos tecidos dos animais,
sendo liberado mais lentamente.

Estudo conduzido por Bonneau et al. (2010) comparou a eficacia do Effipro® “spot-
on” e do Frontline® “topspot” em caes infestados artificialmente com 100 exemplares de C.
felis felis, diferindo somente no tipo de veiculo, no controle de pulgas. Effipro® obteve
eficacia de 99,7% no dia +2, enquanto o Frontline® alcangou 100%. Mantendo-se eficacia
superior a 95% por 93 dias para o Effipro® “spot-on” e de 79 dias para o Frontline®
“topspot”. No presente trabalho, a eficacia do Effipro® “spot on” foi superior ao encontrado
por Bonneau et al. (2010) para o dia +2, atingindo 100% de eficicia em todos os grupos
analisados. Toda via, obteve resultados inferiores aos encontrados por Bonneau et al. (2010)
quanto a avaliacdo do periodo residual do Effipro® “spot on”. O menor periodo residual
encontrado pode estar relacionado ao fato de que os caes utilizados no estudo de Bonneau et
al (2010) serem sem raca definida, uma vez que, caes sem padrdao genético s6lido como o dos
Beagles podem apresentar maior resisténcia do hospedeiro a molécula de fipronil, além de
maior resisténcia da cepa de C. felis felis. Outro fator que também pode ter contribuido ¢ que
0 autor ndo menciona se realizou a separagdao das pulgas pelo sexo, visto que ¢ importante
recordar que os machos sdo menos resistentes, por isso a relevancia de realizar as infestagdes
com a devida separacdo sexual.

Tancredi (2009) avaliou a influéncia de banho unico e realizado semanalmente com
sabonete liquido glicerinado até 21 dias apds o tratamento, na eficacia de formulacao
contendo fipronil 10% no controle de C. felis felis e Rhipicephalus sanguineus em caes € 0s
resultados demonstraram que ndo houve influéncia negativa do banho, seja ele inico ou
realizado semanalmente. Ap6s o dia +28, as eficacias do grupo sem banho e com banhos
semanais decairam para 96,4% e 86,9%, prosseguindo em 100% no grupo com banho unico.
No presente estudo, os caes do grupo tratado I foram submetidos a banhos semanais com

sabonete de glicerina liquido neutro e obtiveram eficacia de 100% do inicio do estudo até o
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dia +42. Os animais do grupo tratado II foram banhados diariamente ao longo de 21 dias
consecutivos prévios ao inicio do estudo com shampoo liquido a base de perdxido de benzoila
2,5% e obtiveram eficacia de 100% do dia +2 até o dia +28; 97% no dia +35 ¢ 93% no dia
+42. J4 os animais do grupo tratado III que, também foram banhados diariamente ao longo de
21 dias consecutivos prévios ao inicio do estudo com shampoo liquido a base de perdxido de
benzoila 2,5%, obtiveram 100% de eficacia do dia +2 até o dia +35 € 99,48% no dia +42.
Portando, o presente estudo apresentou resultados de eficacia e periodo residual superiores
aos da autora, pois, o desafio s6 foi encerrado no dia +56, quando as eficicias dos grupos
tratados I, II e III foram: 72,47%, 71% e 27,52%, respectivamente, ratificando que os banhos
diarios, semanais ou baseados em regimes que utilizam produtos ressecantes, nao influenciam
na eficécia pulguicida do fipronil 10%.

Coutinho et al. (2005) declarou que o fipronil sofre degradacdo lenta em 4agua e
sedimentos em condi¢des anaerobias, com tempo de meia vida variando entre 116 ¢ 130 dias.
Ja Cunningham e Ryan (1999) disseram que ele ¢ indicado para animais que precisam de
banhos frequentemente, uma vez que, se mostra resistente a lavagem da pele e a utilizagdo de
xampu, e também ndo sofre alteracdo pela exposi¢do a luz solar, fatos corroborados em
funcdo da eficacia e efeitos residuais encontrados no presente estudo, mesmo considerando os
diferentes regimes de banhos empregados.

Segundo Marchiondo et al. (2013), o grau ou a duracao da eficicia de um determinado
produto pode ser influenciada pela pressdo das infestagdes, pela suscetibilidade especifica
natural da populag¢do de parasitos utilizados na infestacdo, pela raga do hospedeiro, tipo de
pelagem, comportamento € manejo dos animais tratados, pela exposi¢do a luz solar, chuva,
habito do animal de nadar, tomar banho, ou at¢ mesmo o pH da dgua, bem como, por outras
consideracdes climdticas e geograficas. O estudo demonstrou que a via de administragdo do
produto e a metodologia empregada pode influenciar na eficdcia e no periodo residual do
produto.

Hovda e Hooser (2002) referiram que o uso do fipronil provoca um baixo nivel de
toxicidade por via cutanea, oral ou inalagdo; podendo causar uma leve irritagdo nos olhos ou
na pele. Nenhuma reacgdo clinica adversa a molécula fora observado ao longo de todo o
estudo, confirmando o dito pelos autores.

Taylor (2001) afirmara que o fipronil ¢ altamente lipofilico e difunde-se pelas
glandulas sebaceas dos foliculos pilosos, atuando como um reservatdrio e proporcionando

longa atividade residual. Distribuindo-se pelos tecidos, principalmente no tecido adiposo. Em
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contrapartida, Scott, Miller e Cayatte (1994) recordam as propriedades queratoliticas do
peroxido de benzoila que, quando posto sobre a pele, penetra o estrato corneo e abre o
foliculo piloso, sendo metabolizado em acido benzoico e a liberagdo do acido benzoico €
responsavel pela lise da substancia intercelular no estrato corneo da pele, explicando, assim, o
efeito queratolitico. Portanto, apesar do efeito queratolitico e, no estudo, do marcado
ressecamento dérmico provocado pelos banhos didrios com o peroxido de benzoila 2,5%
observado clinicamente e, portanto, a hipotética remoc¢do dos lipideos epidérmicos em
decorréncia dos banhos, ndo houve influéncia negativa, quando comparado com outros
estudos, na eficacia nem no efeito residual dos grupos tratados II e III, refletido pela eficacia
de 100% no dia +2, respectivamente ¢ 97% e 100% no dia +35 e 93% e 99,48% no dia +42,
respectivamente.

O efeito adverso mais comumente observado do uso do perdxido de benzoila é o
excessivo ressecamento da pele. Fato que fora observado nos cdes que foram submetidos aos
banhos didrios ¢ ao longo de 21 dias anteriores ao inicio do estudo, demonstrando sinais
clinicos de ressecamento cutaneo claramente identificavel pela moderada a intensa escamagao
provocada nos animais. Scott, Miller e Cayatte (1994) ainda referem que, por esse motivo,
deve ser evitado o uso do perdxido de benzoila no tratamento de caes com afecgdes dérmicas
que envolvam pele ressecada. Assim, sendo necessaria a sua utilizacdo, recomenda-se que o
mesmo seja formulado com base em produtos que tenham veiculos de agdo emoliente, a fim
de neutralizar o ressecamento.

Chatterjee e Hayward (1996) descreveram que uma desvantagem para o tratamento
com produtos contendo peroxido de benzoila, € o possivel aparecimento de reagdes irritativas
na pele. Acreditando-se que o grau de irritagdo esteja relacionado com a quantidade de
perdxido de benzoila presente no produto. O peroxido de benzoila 2,5%, utilizado no presente
estudo, ndo demonstrou-se irritativo para os animais do estudo, corroborando a afirmagao de
Scott, Miller e Cayatte (1994), cuja qual refere que geralmente a 2,5-3%, ele ¢ bem tolerado,
havendo reagdes em somente 2,5 a 5% de todos pacientes submetidos a tratamentos.

Segundo Miller, Griffin e Campbell (2013), os &cidos graxos sdo importantes para o
controle da hidrata¢do, da perda de agua transepidermal e para o controle da funcdo de
barreira epidérmica. Considerando a documentada propriedade lipofilica do fipronil,
elocubrou-se, no estudo, que a reposicdo lipidica pudesse amenizar o ressecamento
epidérmico provocado, prolongando a atividade residual da molécula. Fato que ndo ocorrera

no estudo.
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Popa et al (2011) analisaram os lipideos epidérmicos em caes normais e atopicos, antes
e depois da administracdo de suplemento oral de acidos graxos essenciais contendo 6mega-6 e
omega 3 e puderam observar que, passados 2 meses da suplementacao, o conteudo de lipideos
foi alterado significativamente em ambos os grupos. Aumentando consideravelmente os
niveis de ceramidas intercelulares livres, os niveis de colesterol livre no estrato cérneo e de
acidos graxos livres. Bensignor et al (2008) também avaliaram os beneficios de uma
alimentagdo comercial rica em acidos graxos essenciais em animais portadores de dermatite
atopica, obtendo melhoras nos sinais clinicos da doenga. Sugerindo, portanto, que a
suplementagdo a partir de dieta rica em acidos graxos essenciais pode aumentar a quantidade
de lipideos epidérmicos. Entretanto, no presente estudo, levando-se em consideracdo que os
animais tao somente foram alimentados a partir de dieta comercial convencional, ndo se pode
avaliar qualquer efeito da suplementacgdo a partir de dcidos graxos essenciais no que se refere
ao aumento de lipideos epidérmicos e a consequente suposicdo do aumento da eficicia e
periodo residual do fipronil, j& que trata-se de uma molécula altamente lipofilica e que
difunde-se pelas glandulas sebaceas dos foliculos pilosos. (TAYLOR, 2001).

Fujimora et al. (2011) e Chamlin et al. (2002) avaliaram os beneficios clinicos da
aplicacdo de formulagdo topica de complexo lipidico dérmico composto por ceramidas,
colesterol e acidos graxos livres (ALLERDERM Spot-On — Virbac AS, Carros, france) no
tratamento de cdes com dermatite atdpica crénica € que possuem, em decorréncia da
fisiopatogenia da doenca, distirbios epidérmicos. Os resultados do estudo sugeriram que a
aplicacdo do complexo lipidico ¢ benéfica quando utilizada no manejo terapéutico da
dermatite atdpica canina. No trabalho em questdo, a aplicagdo de ALLERDERM Spot On —
Virbac AS, Carros france ndao demonstrou amenizar o ressecamento epidérmico ocasionado
pelos consecutivos banhos com perdxido de benzoila 2,5%, ndo gerando qualquer influencia
positiva na eficacia ou no periodo residual do fipronil, demonstrado pela eficacia do grupo
tratado III, que fora submetido ao banhos indutores de ressecamento epidérmico e,
posteriormente, a aplicagdes quinzenais com ALLERDERM Spot On, quando comparado aos
demais grupos.

Os animais do grupo tratado III, submetidos as aplicagdes da formulagdo lipidica, ao
contrario do que se cogitou, apresentaram resultados de eficacia e periodo residual, nos dois
ultimos dias do estudo (+49 e +56), inferiores aos demais grupos tratados, demonstrado,
estatisticamente, pela ndo diferenca significativa (p>0,005) na contagem de pulgas nos dois

ultimos dias do estudo quando comparado ao grupo controle. Enquanto que nos demais
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grupos tratados, em todos os dias experimentais, houve diferenga significativa (p<0,005) na
contagem de pulgas quando comparado ao grupo controle.

A evidenciagao por Piekutowska et al. (2008) na microscopia eletronica que, em caes
com dermatite atopica, a aplicacao topica de um complexo lipidico conduziu a melhorias na
estrutura inter-cornedcitos, na producao de lipideos lamelares e no preenchimento dos espagos
inter-cornedcitos com lipideos lamelares recém-formados, aventa a possibilidade da
farmacocinética das formulagdes lipidicas terapéuticas venham a interferir na eficacia e
manutengdo do periodo residual do fipronil, uma vez que a molécula possui propriedades
sabidamente lipofilicas e que difunde-se pelas glandulas sebaceas dos foliculos pilosos.

(TAYLOR, 2001).
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6 CONCLUSAO

A formulagdo do shampoo contendo Perdxido de Benzoila 2,5% gerou clinicamente
um notdrio ressecamento epidérmico.

Nao foi possivel determinar que o ressecamento epidérmico provocado influenciou na
eficicia parasiticida e na duracao do efeito residual do fipronil 10%

O fipronil 10% ndo apresentou melhor eficdcia pulguicida, nem efeito residual
prolongado nos animais que foram submetidos a reposi¢ao lipidica com a adi¢ao de complexo

lipidico
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