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RESUMO

Campos, Diefrey Ribeiro. Eficacia de uma Formulacio “Spray” de Fipronil Associado ao
Piriproxifen no Controle de Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1835) e Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (Latreille, 1806) em Cées Artificialmente Infestados 2018. 98 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinéria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de um produto na formulagdo em “spray”
contendo a associacao de fipronil e piriproxifen no controle de Ctenocephalides felis felis e
Rhipicephalus sanguineus. Este trabalho consistiu em trés estudos distintos e em todos 0s cées
do grupo tratado receberam pela via tépica (“spray”), a associacdo de fipronil e piriproxifen nas
concentragdes de 7,5 e 4,44 mg/kg respectivamente. Os animais do grupo controle néo
receberam nenhum tipo de tratamento. Para a avaliacdo da eficacia pulicida e carrapaticida
foram utilizados 14 cées, divididos em dois grupos experimentais. As infestacbes foram
realizadas com 100 exemplares de C. felis felis e 50 de R. sanguineus, e ocorreram nos dias:
+5, +12, +19, +23, +26, + 33, +40, +47, +54, +61, +68 e +75. As avaliacOes para o caculo de
eficacia ocorreram nos dias: +2, +7, +14, +21, +28, +35, + 42, +49, +56, +63, +70 e +77. A
eficacia carrapaticida foi superior a 90% por até 28 dias, enquanto a eficacia pulicida foi
superior a 90% por até 63 dias. Para a avaliagdo da agdo “speed of kill” foram selecionados 36
caes, divididos em seis grupos experimentais. Os cées foram infestados nos dias -2, +5, +12,
+19 e +26 com 100 exemplarese de C. felis felis e 50 de R.sanguineus. As avalia¢fes foram
realizadas nos tempos de duas, quatro e 24 horas ap0s o tratamento e infestacdes por um periodo
de 28 dias. As datas de contagem dos parasitos para a determinacdo da eficacia foi nos dias
experimentais 0, +1, +7, +8, +14, +15, +21, +22, +28, +29. a associa¢do ndo apresentou eficacia
maior que 90% em nenhum dos momentos experimentais. Contudo, no que se trata da eficacia
pulicida a eficacia foi superior a 90% no grupo de avalia¢cdo com duas horas por sete dias, no
grupo com avaliacdo com quatro horas por 14 dias e no grupo com avaliacdo com 24 horas
durante 28 dias. Para o estudo da ac¢do na inibi¢cdo do desenvolvimento de ovo a adulto de C.
felis felis foram utilizados 12 cées, formaram-se dois grupos experimentais. As infestacdes com
200 exemplares de C. felis felis ocorreram nos dias: -7, -2, +7, +14, +21, +28, +35, +42, +49,
+56, +63, +70, +77, +84, +91 e +98. As avaliacdes para o caculo de eficacia pulicida e coleta
dos ovos dos canis foram realizados nos dias + 2, +10, +17, +24, +31, +38, +45, +52, +59, +66,
+73, +80, +87, +94 e +101. Os ovos recuperados foram incubados em duas repeti¢des contendo
20 ovos, por um periodo de 30 dias. Apds esse periodo, foi realizada a contagem do nimero de
pulgas adultas emergidas em cada repeticdo para determinar o percentual de emergéncia. A
associacdo testada apresentou eficacia superior a 90% no mortalidade de adultos de C. felis felis
por até 45 dias, reduziu a producao de ovos por 52 dias e a emergéncia de adultos por 66 dias.
A associacdo testada foi eficaz para o controle de R. sanguineus e C. felis felis em cdes
artificialmente infestados.

Palavras chaves: Carrapatos; Pulgas; “Speed of kill ”; Regulador de Crescimento de Insetos;
Tratamento



ABSTRACT

Campos, Diefrey Ribeiro 2018. Efficacy of a Spray Formulation Containing Fipronil
Associated with Piriproxifen in the Control of Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1835)
and Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Latreille, 1806) in Artificially Infested Dogs.
98p. Thesis (Doctor in Veterinary Science, Veterinary Parasitology). Veterinary Institute,
Department of Animal Parasitology, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2018.

The objective of this work was to evaluate the efficacy of a product in the spray formulation
containing the combination of fipronil and pyriproxyfen in the control of Ctenocephalides felis
felis and Rhipicephalus sanguineus. This study consisted of three distinct studies, and the
combination of fipronil and pyriproxyfen at the concentrations of 7.5 and 4,44mg/kg
respectively, was administered to all dogs in the treated group. The animals in the control group
did not receive any type of treatment. For the evaluation of pulicidal and acaricidal efficacy, 14
dogs were used, divided into two experimental groups. The infestations were carried out with
100 specimens of C. felis felis and 50 of R. sanguineus, and occurred on days: +5, +12, +109,
+23, +26, +33, +40, +47, +54 , +61, +68 and +75. The evaluations for the calculation of
effectiveness occurred on days: +2, +7, +14, +21, +28, +35, +42, +49, +56, +63, +70 and +77.
The acaricidal efficacy was greater than 90% for up to 28 days, while the pulicidal efficacy was
greater than 90% for up to 63 days. For the evaluation of the action of speed of kill 36 dogs
were selected, divided in six experimental groups. Dogs were infested on days -2, +5, +12, +19
and +26 with 100 specimes of C. felis felis and 50 of R.sanguineus. The evaluations were carried
out at two, four and 24 hours after treatment and infestations for a period of 28 days. The
counting dates of the parasites for the determination of efficacy were on the experimental days
0, +1, +7, +8, +14, +15, +21, +22, +28, +29. Regarding the acaricidal efficacy, the association
did not show efficacy greater than 90% in any of the experimental moments. However, in terms
of pulicidal efficacy was greater than 90% in the two-hour assessment group for seven days, in
the four-hour assessment group for 14 days, and in the 24-hour assessment group for 28 days.
For the study of the action in the inhibition of the development of egg to adult of C. felis felis
were used 12 dogs, forming two experimental groups. Infestations with 200 specimens of C.
felis felis occurred on days: -7, -2, +7, +14, +21, +28, +35, +42, +49, +56, +63, +70, +77, +84,
+91 and +98. The evaluations for the calculation of pulicidal efficacy and collection of kennel
eggs were performed on days + 2, +10, +17, +24, +31, +38, +45, +52, +59, +66, +73 , +80,
+87, +94 and +101. The recovered eggs were incubated in two repetitions containing 20 eggs,
for a period of 30 days. After this period, the number of emerged adult fleas was counted in
each repetition to determine the emergency percentage. The association tested showed more
than 90% efficacy in control of C. felis felis adults for up to 45 days, reduced egg production
by 52 days and emergence of adults for 66 days. The association tested is effective for the
control of R. sanguineus and C. felis felis in artificially infested dogs.

Key words: Ticks; Fleas; Speed of kill; Insect Growth Regulator, Treatement



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica da molécula de fipronil ... 8
Figura 2. Formula estrutural do piriproXifen ... 11
Figura 3. Eficicia geométrica para o carrapato (Rhipicephalus sanguineus) associagdo de
fipronil piriproxifen na formulagao “SPray” ........c.cooiieiiiiieienes e 22
Figura 4. Eficacia geométrica para a pulga (Ctenocephalides felis felis) da associacdo de
fipronil-piriproxifen na formulagao “SPray”.........cccccveieiiieiiierieiiese e 23

Figura 5. Eficacia geométrica para o carrapato (Rhipicephalus sanguineus) associacdo de
fipronil piriproxifen na formulagdo “spray” nas avaliagdes de duas, quatro e 24 horas apds
tratAmMENtO/INTESTACOES .. .c.veivee ettt et e e e et e re e reenee e 32
Figura 6. Eficacia geométrica para a pulga (Ctenocephalides felis felis) associacao de fipronil
piriproxifen na formulacdo ‘“spray” nas avaliagdes de duas, quatro e 24 horas apos
tratamENtO/INTESTACOES ....c.veivee ettt re e 34
Figura 7. Eficacia geométrica para a pulga (Ctenocephalides felis felis) da associacdo de
fipronil-piriproxifen na formulagao “SPray”.........ccocvviiiiiiieieiese e 44
Figura 8. Eficacia geométrica para recuperacdo de ovos da pulga (Ctenocephalides felis felis)
da associagéo de fipronil-piriproxifen na formulagao “spray” ..........cccocerivmirnieeresiesieeneseenns 45
Figura 9. Eficacia geométrica para emergéncia de pulgas adultas (Ctenocephalides felis felis)
da associagéo de fipronil-piriproxifen na formulagao “spray” ..........cccocerivrirnieeresresieenesnenns 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Nimero de animais, sexo, idade, peso corporal, grupo e volume empregado da
formulagao “spray” da associagao de fipronil-piriproxXifen. ..........ccccoviiiiiiiinine 21

Tabela 2. Média geométrica da contagem de carrapatos (Rhipicephalus sanguineus) vivos e
fixados nos cées do grupo controle e tratados e eficacia da formulacao “spray” contendo fipronil
asSOCIAd0 A0 PIFIPIOXITEN .....viiuiiieeie et re b sreenre e e 21

Tabela 3. Média geométrica da contagem de pulgas (Ctenocephalides felis felis) vivas nos caes
do grupo controle e tratados e eficacia da formulagao “spray” contendo fipronil associado ao
QL1010 D1 (=] USSR 23

Tabela 4. Numero de animais, sexo, idade, peso corporal, grupo e volume empregado da
formulagao “spray” da associagdo de fipronil-piriproXifen. ..o 31

Tabela 5. Média geométrica da contagem de carrapatos (Rhipicephalus sanguineus) vivos e
fixados nos cdes do grupo controle e tratados e eficacia da formulacdo “spray” contendo
fipronil-piriproxifen nas avaliacfes de duas, quatro e 24 horas ap0s tratamento/infestacées.. 32

Tabela 6. Média geométrica da contagem de pulgas (Ctenocephalides felis felis) vivas nos caes
do grupo controle e tratados e eficacia da formulagdo “spray” contendo fipronil-piriproxifen
nas avaliac@es de duas, quatro e 24 horas ap0s tratamento/infestacoes ............ccccccvevvevirreenne. 33

Tabela 7. Identificacdo dos animais, sexo, idade, peso corporal, grupo e volume empregado da
formulagao “spray” da associagdo de fipronil € pIriproXifen. ........c.ccccoevvevvienen i 43

Tabela 8. Média geométrica da contagem de pulgas (Ctenocephalides felis felis) vivas nos caes
do grupo controle e tratados e eficicia da formulagdo “spray” contendo fipronil- piriproxifen.

Tabela 9. Média geométrica da contagem de ovos de pulgas (Ctenocephalides felis felis) nos
canis dos cdes do grupo controle e tratados e eficacia da formulagdo “Spray” contendo fipronil
associado ao piriproxifen sobre a produgdo de OVOS .........ccceeeeiuieiieiie i 45

Tabela 10. Média geométrica do nimero de pulgas adultas (Ctenocephalides felis felis)
emergidas, percentual da emergéncia dos ovos incubados do grupo controle e tratados e eficacia
da formulagao “spray” contendo fipronil-piriproxifen sobre a emergéncia de pulgas adultas.46



LISTA DE ABREVIACOES

Ache — Acetilcolinesterase

AHJ — Anéalogo do Hormonio Julvenil de Artropodes
BHC — Hexaclorobenzeno

BOD — Demanda Biogquimica de Oxigénio

CEUA — Comité deEtica em Utilizagio de Animais
DAPE — Dermatite Alérgica a Presenca de Ectoparasito
DAPP — Dermatite Alérgica a Picada de Pulga

DDT - Diclorodietiltricloroetano

EP — Eficacia Pulicida

FeLV — Virus da Leucemia Felina

FIV — Virus da Imunodeficiencia Felina

GABA — Acido gamaaminobutirico

GC — Grupo Controle

GT — Grupo Tratado

ISQ — Inibidor da Sintese de Quitina

IV — Instituto de Veterinaria

LQEPV — Laboratorio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria
IGR — Regulador de Crescimento de Insetos

TNT — Tecido n&o tecido

UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro



SUMARIO

LINTRODUGAO ...t es s 1
2 REVISAO DE LITERATURA . .....ootieeteeeseceee et s st en st tsnes st s st enssnansnsanes 2
2.1 Rhipicephalus sanguineus SENSU [aL0............cciiiiiiiiiiiice e 2
2.1.1 BiOl0QIa € ECOIOGIA ....vvveeiieieieieiieiis sttt 2
2.1.2 Importancia Veterinaria @ IMEICA. ..........covrueiriiiiiiiee e 4
2.2 Ctenocephalides TlIS TRIIS .......oviieieecece e 4
N = To] (oo F W =Todo] [T | F- NSRS 4
2.2.2 Importancia Veterinaria @ IMEICA. ..........ccoviueiriiiiiirese s 6
2.3 Controle de Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus sanguineus..............ccoccvienencicicnnnn, 6
2.3.1 Controle quimico: principais ectoparasiticidas presentes no Brasil............cccccovvveicicnnnnnn, 7
2.3.1.1 Organoclorados, Carbamatos e Organofosforados.............cccvrererieiieiieieisise e 7
2.3.1.2 FOIMAMITINGS ... etttk b bt b et h et b bt bbbt e e st 7
2.3.1.3 PIretrinas € PIFEIIOIARS ........coiiuiiiiieiiiieiiiieeeiee ettt 7
2.3. 1.4 FENIIPITAZOIES ...ttt b bbb 8
2.3.1.5 Lactonas MACIOCICHCAS .......vevirieririeiiiietiieeie ettt ettt 9
2.3.1.6 SEIMICAIDAZONA ......veviviieiieeeeee bbb bbbttt b b bbb e 10
B R O )= Vo [T V4 | - T PSS 10
2.3. 1.8 SPINOSINGS ...ttt ettt bbbt b bbbt b bbb s bt bbbt bbb b ettt ns 10
2.3.1.9 Reguladores de CresCimento de INSELOS ........c.uervereieiiiriresie et 11
2.3.1.10 NEONICOUINOIUES. .......euiviiieiiet ettt ettt 12
B TRt I 10 {0 | 1] - TSR 12
2.3.2 Formulages veterinarias contendo ectoparasitiCidas. ..........ocevverreineneineese s 12
CAPTTULO | oottt 14

EFICACIA ADULTICIDA PARA Ctenocephalides felis felis E Rhipicephalus sanguineus senso
latu DA ASSOCIACAO FIPRONIL-PIRIPROXIFEN NA FORMULAGCAO “SPRAY” EM CAES

ARTIFICIALMENTE INFESTADOS ...ttt sttt b e 14
RESUMO ..ttt bbb e e a bR bt b e e b e e bt e ket e b et e hb e et e e ebe e sbe e saeennne e 15
F N = 3 I 2 ¥ N O RS OSPR 16
LINTRODUGAO ..ottt sa s s e, 17
2 MATERIAL E METODOS........oooveiieeeieeete et tesae s ses st s s s s nsssaesnasnenssasnen 18
2.1 Aprovacao pelo Comité de Etica em UtilizagBo de ANIMAIS..........cccocvveevevevreeerensreserssessenenes 18
2.2 SeleG0 € MANEJO A0S CAES ......eeeiiiiiie ettt ettt ee st este e et e sbeeneeseeereeeeeneenee e 18

B B 1 111 = Lot PSR 18



2.4 Contagem de ECOPATaSITOS .........coiiiieriieeie ettt sttt sttt sae st e e e see s e neeeneenee e 18

2.5 RANAOMIZAGAD ...ttt b b e b et b et b e bbbt nen e neen e 19
I I =Y =1 01T o R PP PSPPSR 19
2.7 Avaliagdo da EficAcia AQUILICIAA ..........coviiiiiiiiee s 19
2.8 ANALISE ESTALISTICA ...c.vcveveiiieiiieeic ettt bbbttt 19
3 RESULTADOS E DISCUSSADQ ...t veeeeeetenis s es s sses s tsses s s sssessensssensenesssssensnen 21
(07 =] 1 0 11 N OO 25

EFICACIA “SPEED OF KILL” DA ASSOCIACAO DE FIPRONIL-PIRIPROXIFEN NA
FORMULACAO “SPRAY” SOBRE Ctenocephalides felis felis E Rhipicephalus sanguineus senso

latu EM CAES ARTIFICIALMENTE INFESTADOS ......coooviveieinieeieiieissesseesesseesesseses s, 25
RESUMO ...ttt b e bt b e a e R bt e bt e bt e bt e e b e e e bt e et e e nbe e be e nae e e 26
AB ST RACT bttt b e s bt s bt R bt e R bbbt b e R et R bt b e b e bt e nhe e nreennne e 27
LINTRODUGAO ..ottt sttt s s san s 28
2 MATERIAL E METODOS........ooieiieieieeee ettt st sae s nssses e 29
2.1 Aprovagao pelo Comité de Etica em Utilizag8o de ANIMAiS..........cccovveveveveceerenseesesissessenenes 29
2.2 SeleCA0 € MANEJO A0S CEES ....overeereeiieiisiisie sttt sttt sttt b et n e neere s 29
P = Vg Lo (o]0 T 2= Tox o LTSRS PRPR 29
2.3 INTESTAGOES ... vttt sttt b bbb bbb e Rt bt et b et reans 29
2.4 Contagem de ECLOPAIaSITOS .........cveiiiiiiieiiiiiest ettt sttt b b neere s 30
2.5 THALAMEINTO ...ttt n et R e e Rt r e e n e nr e e e nreer e nenne e 30
2.6 AVAIAGAOD A EFICACIA ... .cueiviieieieieieese ettt sttt ereenas 30
2.7 ANALISE ESTALISTICA .....voviveiiiciiiee bbbttt 30
3 RESULTADOS E DISCUSSAQ ....oooiieeeeeeeeeesseesie s sossee st sessssas s ssssssssssassssessssssssssssnsensnsanes 31
(07 =] 1 0 I N I OO 35

EFICACIA DA FORMULACAO “SPRAY” CONTENDO FIPRONIL ASSOCIADO AO
PIRIPROXIFEN EMPREGADO EM CAES NA INTERRUPCAO DO DESENVOLVIMENTO

DE OVO A ADULTO (ACAO IGR) DE Ctenocephalides felis felis .............c.ccouvrrrrreresrereninnen. 35
RESUMO ..ttt b bt h e s a bRt b e bt e bt e e b et e be e e hb e e b e e ke e nbe e sereenne e 36
AB ST RACT ettt b et b e bt bRt E bR et be e be e bt e eRe e e R te e be e be e beenteenreas 37
LINTRODUGAO ..ottt sa s s e, 38
2 MATERIAL E METODOS........oooieiieeveeete et tesas st s s sssaesnassen e 40
2.1 Aprovacio pelo Comité de Etica em Utilizagi0 de ANIMAiS............ccocuvvveeververereresesienseenans 40
2.2 SeleCA0 & MANEJO A0S CEES ....c.veuveuieiieiiiiiite sttt sttt b e bttt neene e 40
2.3 INTESTAGOES ...ttt b bbb bbbt bbbt b et re s 40

2.4 CoNtAgEM 08 PUIGAS ......ccuiiiieieeiee ettt bbbt 40



2.5 RABNGQUEAIMENTO ...ttt ettt ettt b bt sbe e s he e s a b e e a b e et e e st e e sbeesbeeebbeenneenbeenbeen 41

I I =Y =1 01T oS TP PSPPSR 41
2.7 Avaliagdo da EfiCACIa PUIICIAA ........ccoiviiiiiieie s 41
2.8 Avaliacgéo da Inibicao do DesenVOIVIMENTO..........coiiiiiiiiiiie s 41
2.8 ANALISE ESTALISTICA ...c.vovieeiiieiiieeice ekttt b ettt 42
3 RESULTADOS E DISCUSSADQ ...t veeeeeetenis s es s sses s tsses s s sssessensssensenesssssensnen 43
(070 N[0 I 017X @ 1T 48
CONSIDERAGOES FINAIS.......oooiieiieieeeeeieseesesesssess s ses st essensss s sssssssssssssssssssasssssessnsensnsanes 49
REFERENCIAS ...ttt ettt sttt se et n st en st ens st st s s ssaes e saneens 51
ANEXOS .t b E R Rt R bRt E Rt R e R bt et b e b b nne e 67

Anexo A. Certificado de Aprovagdo na CEUA-IV-UFRRIJ do estudo intitulado “Eficacia Pulicida para
Ctenocephalides felis felis e Carrapaticida para Rhipicephalus sanguineus senso latu de um produto na
Formulagéo “Spray” Contendo Fipronil Associado ao Piriproxifen em Cées Artificialmente Infestados.”
............................................................................................................................................................... 67

Anexo B. Errata do Certificado de Aprovacdo na CEUA-IV-UFRRIJ do estudo intitulado “Eficacia
Pulicida para Ctenocephalides felis felis e Carrapaticida para Rhipicephalus sanguineus senso latu de
um produto na Formulagdo “Spray” Contendo Fipronil Associado ao Piriproxifen em Caes
Artificialmente INTeStad0S.” .o vveiiiieiire ettt sre e et e e a e teeaenreeraenre s 68

Anexo C. Valores das contagens individuais de carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus,
adultos, vivos e fixados recuperados sobre os cdes da raca Beagle do grupo e controle e tratado com a
associagdo do fipronil ao piriproxifen na formulagdo “Spray”, médias, desvios padrdes e eficacias do
LU U210 0T 01 J T OO TP PP PUPPPP 69

Anexo D. Valores das contagens individuais de pulgas vivas da espécie Ctenocephalides felis felis
recuperadas de cées da ragca Beagle do grupo e controle e tratado com a associa¢do do fipronil ao
piriproxifen na formulagdo “Spray”, médias, desvios padrdes e eficicias do tratamento. .................... 70

Anexo E. Certificado de Aprovacdo na CEUA/IV-UFRRIJ do estudo intitulado “Eficacia “Speed Of
Kill” — Aclo Imediata — do Produto na Formulagdo “Spray” Contendo Fipronil Associado ao
Piriproxifen sobre Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus sanguineus senso latu em Céies” 71

Anexo F. Valores das contagens individuais de carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus, adultos,
vivos e fixados recuperados sobre os cdes da raca Beagle do grupo e controle e tratado com a associacao
do fipronil ao piriproxifen na formulagdo “spray”, nos tempos de duas, quatro e 24 horas apoés
TrAtAMENTO/INTESTAGDES . ... .ottt b ettt b bbbt ens 72

Anexo G. Valores das contagens individuais de pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis, adultas
vivas recuperadas sobre os cdes da raca Beagle do grupo e controle e tratado com a associagao do fipronil
ao piriproxifen na formulagdo “spray”, nos tempos de duas, quatro e 24 horas apos
ErAtAMENTO/INTESTACOES . ... ettt ettt ettt et e bt esee et e neesaeeneeneeene e e e 73

Anexo H. Certificado de Aprovacdo na CEUA-IV-UFRRJ do estudo intitulado “Eficacia do Produto
na Formulagdo “Spray” Contendo Fipronil Associado ao Piriproxifen Empregado em Céies na
Interrupcédo do Desenvolvimento de Ovo & Adulto (Acao IGR) de Ctenocephalides felis felis.” 74

Anexo |. Valores das contagens individuais de pulgas vivas da espécie Ctenocephalides felis felis
recuperadas de cdes da raca Beagle do grupo e controle e tratado com a associacdo do fipronil ao
piriproxifen na formulagao “spray”, médias, desvios padrdes e eficacias do tratamento..................... 75



Anexo J. Valores das contagens individuais de ovos de pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis
recuperadas de cdes da raca Beagle do grupo e controle e tratado com a associacdo do fipronil ao
piriproxifen na formulagao “spray”, médias, desvios padrdes e eficacias do tratamento..................... 76

Anexo K. Numero de ovos de pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis incubados para avaliacdo do
percentual de evolUGE0 de OVO @ A0UIO........c.cci i 77

Anexo K. Numero de ovos de pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis incubados para avaliagéo do
percentual de evolucdo de ovo a adulto. (CONtINUACAD 1)....cc.civeiiiieiiciecie e 78

Anexo K. Numero de ovos de pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis incubados para avaliagéo do
percentual de evolugéo de ovo a adulto. (CONTINUAGAD 2).......ccevrririiieriiieieieeees e 79

Anexo L. Valores de pulgas adultas da espécie Ctenocephalides felis felis recuperados dos ovos
eclodidos, MEdias € deSVIOS PAUIBES ......cecveiviieeie ettt sr e sbe et e stesre e e e 80

Anexo L. Valores de pulgas adultas da espécie Ctenocephalides felis felis recuperados dos ovos
eclodidos, médias e desvios padroes (CONTINUAGED 1) ........cvvvririeiirieiiiieisierie e 81

Anexo L. Valores de pulgas adultas da espécie Ctenocephalides felis felis recuperados dos ovos
eclodidos, médias e desvios padroes (CONtINUAGAD 2) .......cvevrirerirerienieiieieesese et sresnes 82



1 INTRODUCAO

Carrapatos e pulgas sdo 0s ectoparasitos mais prevalentes em todo o mundo. No Brasil,
se destacam com maior importancia a espécie de carrapato Rhipicephalus sanguineus (Acari:
Ixodidae) e a pulga Ctenocephalides felis felis (Siphonaptera: Pulicidae).

Estes dois parasitos estdo envolvidos na transmissdo de diversos agentes patogénicos
para animais de companhia e para 0 homem. Devido a maior proximidade de cdes com seus
tutores, € crescente a preocupacao dos 6rgdos de saude publica, com doencas transmitidas por
estes artropodes ao homem. Além da transmissdo de agentes patogénicos, causam grande
irritabilidade e espoliacdo de seus hospedeiros devido a seu habito hemat6fago. Sua presenca
em cées pode estar relacionada ao desenvolvimento de um quadro de hipersensibilidade do tipo
| a antigenos que compde a saliva destes parasitos. Nestes casos o animal desenvolve prurido
intenso predispondo a formacdo de areas alopécicas e a infec¢do secundéaria da pele por
bactérias ou fungos.

O controle de pulgas e carrapatos sempre é considerado um desafio para médicos
veterinarios e tutores de cdes e gatos. Apenas 5% do total de parasitos estdo presentes sobre o
animal, enquanto os 95% restante estdo no ambiente nas suas formas evolutivas néo
parasitarias. Portanto, para o sucesso € importante lancar méo de produtos que sejam capazes
de atuar em todas as fases com a finalidade de interromper o ciclo.

Diversos produtos estao disponiveis no mercado “pet” para o controle de ectoparasitos
de cées e gatos. Os organoclorados, organofosforados e carbamatos foram usados durante
décadas, mas devido a sua elevada toxicidade e o surgimento de moléculas mais seguras tem
caido em desuso. As formamidinas e piretroides apresentam excelente acdo repelente, o que
impede ao parasito de se fixar no animal, estando atualmente sendo associados a outros
produtos devido esta caracteristica.

Por outro lado os fenilpirazoles, as lactonas macrociclicas, 0os neonicotinoides e
isoxazolinas possuem excelente eficacia adulticida, isto é, sdo capazes de eliminar pulgas e
carrapatos adultos de cées e gatos parasitados.

O fipronil é um fenilpirazole usado a décadas para o controle de pragas agricolas e que
tem sido utilizado na medicina veterinaria. Apresenta baixa toxicidade para mamiferos, no
entanto, apresenta excelente eficacia acaricida e inseticida, sendo empregado com frequéncia
para o controle de pulgas e carrapatos em caes e gatos.

Apesar de a longo prazo os produtos adulticidas serem capazes controlar a infeccdo
presente no ambiente, atualmente diversos reguladores de crescimento de insetos (IGR) véem
sendo associados para auxiliar nesta funcdo. O piriproxifen € um IGR analogo ao horménio
julvenil apresentando excelente eficacia sobre as formas imaturas de artropodes. Nao existem
trabalhos disponiveis na literatura com a associacao do fipronil-piriproxifen para o controle de
C. felis felis e R. sanguineus.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de uma formulagdo topica (“spray’)
contendo a associagéo de fipronil-piriproxifen no controle de pulgas (C. felis felis) e carrapatos
(Rhipicephalus sanguineus) em cées artificialmente infestados.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Rhipicephalus sanguineus sensu lato
2.1.1 Biologia e Ecologia

Os carrapatos sdo ectoparasitos que apresentam distribuicdo por todo o mundo.
Pertencem ao Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari, Superordem Parasitiformes,
Ordem Ixodida, Familia Ixodidae. Nesta familia estdo incluidos os popularmente conhecidos
como carrapatos duros. Os principais géneros de importancia veterinaria sdo: Amblyomma,
Dermacentor, Ixodes, Haemophysalis e Rhipicephalus), sdo conhecidos desta forma por
possuirem um escudo dorsal densamente esclerotizado (DANTAS-TORRES et al., 2013;
FREITAS et al., 1978; SERRA-FREIRE; MELLO, 2006).

A espécie Rhipicephalus sanguineus foi descrita pela primeira vez pelo zoologista
francés Pierre André Latreille em 1806 e estd inserida na subfamilia Rhipicephalinae.
Atualmente esta espécie estd incluida em um grupo que engloba 17 diferentes espécies:
Rhipicephalus aurantiacus, Rhipicephalus bergeoni, Rhipicephalus boueti, Rhipicephalus
camicase, Rhipicephalus guilhoni, Rhipicephalus leporis, Rhipicephalus moucheti,
Rhipicephalus pumilio, Rhipicephalus pusillus, Rhipicephalus ramachandrai, Rhipicephalus
rossicu, R. sanguineus sensu stricto, Rhipicephalus schulzei, Rhipicephalus sulcatus,
Rhipicephalus tetracornus, Rhipicephalus turanicus, e Rhipicephalus ziemanni (CAMICAS et
al., 1998).

Na América Latina é discutida a existéncia de duas diferentes linhagens para esta
espécie. A “linhagem do sul” que engloba carrapatos que estdo presentes em paises de clima
temperado, como por exemplo, Paraguai, Uruguai e Sul da Argentina; e a “linhagem do norte”
que representa 0s carrapatos presentes em paises com clima tropical (Colémbia, Bolivia e
Brasil). Devido a existéncia destas duas linhagens o termo R. sanguineus sensu lato vem sendo
empregado devido a ndo concordancia entre diversos pesquisadores sobre a espécie exata que
prevalece no Brasil (DANTAS-TORRES et al., 2013; GRAY et al., 2013; NAVA et al., 2012;
NAVA et al., 2015).

Em seu ciclo estdo presentes os estagios de ovo, larva, ninfa e adultos. Os ovos séo
pequenos, esféricos e possuem coloracdo castanho escuro. As larvas sdo pequenas, medindo
0,54 mm de comprimento e 0,39 mm de largura e possuem trés pares de patas. Ninfas possuem
quatro pares de patas, sdo semelhantes aos adultos, no entanto menores (medindo 1,14 a 1,3
mm comprimento e 0,57 a 0,66 mm de largura), sdo sexualmente imaturos e ndo possuem
abertura genital. As dimensdes destes parasitos podem sofrer variagdes de um pais para outro
(DANTAS-TORRES, 2008; OLIVEIRA, 2005; SOULSBY, 1986).

Apresentam dimorfismo sexual somente quando adultos, e a principal caracteristica para
diferenciacdo é o escudo dorsal. Nos machos este encontra-se completo sobre toda superficie
dorsal, enquanto nas fémeas é incompleto ocupando 1/3 da superficie dorsal. Apresentam
gnatossoma curto com base geralmente hexagonal, escudo ndo ornamentado, 11 festdes poucos
desenvolvidos, o primeiro par de coxas bifidas, um par de placas adanais desenvolvidos nos
machos, os peritremas sdo em formato de virgula (COOLEY, 1946; SERRA-FREIRE;
MELLO, 2006; SOULSBY, 1986).

E um carrapato com ciclo de vida trioxeno, ou seja, precisa ir ao ambiente realizar a
muda (ecdiase) em dois momentos, podendo entdo, parasitar até trés hospedeiros distintos
(KOSHY; RAJAVELU; LALITHA, 1983). O hospedeiro preferencial destes carrapatos séo
caes, por isso € popularmente conhecido como ‘“carrapato marrom dos cdes” ou ‘“carrapato
vermelho dos canis”. Entretanto, larvas e ninfas podem ser encontradas em animais de pequeno

2



porte, como roedores e adultos parasitando outros mamiferos maiores do que cdes (DANTAS-
TORRES, 2008).

Apesar de ja ter sido descrito parasitando outras espécies, somente quando 0s caes estao
presentes no ciclo que este carrapato consegue manter grandes populacdes, fato que faz o cao
como seu hospedeiro primario (ESTRADA-PENA; JONGEJAN, 1999). No entanto, sua
presenca ja foi relatada em coelhos, gatos, roedores, pombos, canideos selvagens e 0 homem
(DANTAS-TORRES; FIGUEIREDO; FAUSTINO, 2004; DANTAS-TORRES;
FIGUEREDO; BRANDAO-FILHO, 2006; DIOGO et al., 2003)

A fémea adulta leva um periodo de sete a 10 dias para completar seu ingurgitamento.
Este processo é necessario para maturacdo do aparelho reprodutivo da fémea e para manter
reserva energética para o periodo em que realiza a postura (DANTAS-TORRES, 2008;
KOSHY; RAJAVELU; LALITHA, 1983).

A copula ocorre somente sobre 0 animal e na presenga do macho. Este permanece sobre
o0 animal por longos periodos de tempo e pode copular com diversas fémeas durante a sua vida.
Ja esta comprovada que a presenca do macho nos hospedeiros reduz o periodo de
ingurgitamento de larvas, ninfas e fémeas adultas (GRAY et al., 2013).

Apdbs completar o ingurgitamento, a fémea se desprende, preferencialmente no periodo
danoite, e inicia o periodo de pré-postura. Este periodo pode durar de trés a 14 dias. Geralmente,
a postura é realizada em locais que fornecam protecdo para 0s ovos e que seja de facil acesso
para as larvas recém eclodidas chegarem a um hospedeiro. Uma Unica fémea ovipde de 1.500-
4.000 ovos e apds postura ela morre (JITTAPALAPONG, 2000; KOCH, 1982; SWEATMAN,
1967).

A temperatura ideal para o desenvolvimento da larva dentro dos ovos é de 20 a 30°C e
o0 periodo de incubacdo pode chegar a 23 dias. Apos este periodo eclode a larva que precisa de
um periodo no ambiente para o endurecimento da cuticula antes de procurar um hospedeiro
para se alimentar. Estas podem permanecer viaveis no ambiente por até oito semanas sem se
alimentar. Seu periodo de alimentacdo dura de trés a 10 dias. Completado seu ingurgitamento,
esta se desprende (preferencialmente no periodo do dia) e inicia o processo de muda que pode
durar até 15 dias (DANTAS-TORRES, 2010; PAZ; LABRUNA; LEITE, 2008).

Apdbs emergirem as ninfas, estas procuram hospedeiros para se alimentar. O periodo de
alimentacéo pode durar de trés a 11 dias, podendo permanecer sem se alimentar no ambiente
por até 19 meses. Apds alimentadas se desprendem dos animais (preferencialmente no periodo
da noite) e iniciam o processo de muda em um local protegido. Este pode durar de nove a 47
dias. Apds esse periodo emergem os adultos, que podem ficar sem se alimentar por 19 meses.
A partir do momento que encontram um hospedeiro, reiniciam o ciclo que pode durar, em
condicdes ideais de 63 a 91 dias. No entanto, a duracdo do ciclo € variavel de pais para pais.
Podendo no minimo, R. sanguineus completar duas gera¢des por ano (BECHARA et al., 1995;
DANTAS-TORRES, 2010; LOULY et al., 2007; PAZ; LABRUNA; LEITE, 2008).

Alguns fatores intrinsecos ao cdo podem interferir na biologia de R. sanguineus, como
por exemplo: sexo, raca e idade. Animais mais jovens tendem a ter uma maior carga parasitaria
do que cées adultos (DANTAS-TORRES et al., 2009; TINOCO-GRACIA et al., 2009).
Animais de raga pura tendem a ser mais suscetiveis, com destaque para o Coker Spaniel Inglés
e 0 Beagle (LOULY et al., 2009). No que diz respeito ao género, machos parecem ter maiores
infestacBes quando comparados as fémeas (LOULY et al., 2010).

Fatores extrinsecos ao cdo também podem interferir no ciclo deste carrapato. Fatores
abioticos, como temperatura e umidade, podem acelerar ou reduzir a velocidade de seu ciclo.
Isso é observado em paises de clima temperado onde em temperaturas inferiores a 20°C seu
ciclo ocorre de forma mais lenta. Enquanto em paises de clima tropical, como o Brasil, é
possivel observar varias geracdes deste carrapato em um anico ano (JACOBS et al., 2001;
KOCH; TUCK, 1986; PAPADOPOULQOS; MOREL; AESCHLIMANN, 1996).



Fatores bioticos também podem interferir em seu ciclo. Este carrapato possui habito
nidicula para fugir de predadores, como péassaros, vespas e aranhas nos momentos quem que
estdo mais vulneraveis, ou seja, na oviposicdo e muda (CORONADO, 2008; DANTAS-
TORRES, 2010; GUGLIELMONE; MOSA, 1991; SALTET, 1936).

2.1.2 Importéncia Veterinaria e Médica

Rhipicephalus sanguineus é um carrapato e possui habito hematdfago. Em grandes
infestacOes sdo capazes de provocar prurido intenso, irritabilidade e anemia (DANTAS-
TORRES, 2008).

Este carrapato é capaz de transmitir alguns agentes patogénicos para 0 cdo e
eventualmente para o homem. Entre os patégenos transmitidos por carrapatos no Brasil
podemos citar: Babesia spp., Rangelia vitalli, Erlichia canis, Anaplasma spp., Rickettsia
ricktisii, R. conorii, R. massiliae, Leishmania chagasi e Hepatozoon canis, Mycoplasma
haemocanis (CHOMEL; OTRANTO, 2012; COUTINHO et al., 2005; GROVES et al., 1975;
LORETTI; BARROS, 2005; NORDGREN; CRAIG, 1984; PARKER; PHILIP; JELLISON,
1933; REGENDANZ; MUNIZ, 1936; SEN et al., 1933; SIMPSON et al., 1991).

A transmissdo de patdgenos estd ligado ao tempo de permanéncia do carrapato ao
hospedeiro. A saliva deste parasito possui diferentes proteinas que auxiliam na sua fixacao e
permanéncia sobre o hospedeiro. Estas possuem acdo vasodilatadora, anti-inflamatoria,
anestésica anticoagulante e moléculas imunossupressoras o que permite que o carrapato fique
fixado no hospedeiro por um longo periodo de tempo (BISHOP et al., 2002; KIDD;
BREITSCHWERDT, 2003; KOVAR, 2004; PLATTS-MILLS; COMMINS, 2013).

Alguns agentes patogénicos sdo transmitidos rapidamente para os cdes, com é o caso de
E. canis, Anaplasma spp. e Rickettisia spp. em que a transmissdo ocorre em menos de 24 horas.
Em outros casos, com em Babesia canis vogeli a transmisséo ndo ocorre em menos de 48 horas
(DES VIGNES et al., 2001; FOURIE et al., 2013; HEILE et al., 2007; KATAVOLOS et al.,
1998).

Poucos patogenos sao transmitidos pela via transovariana, com excecdo de Rickettsia
spp. e Babesia spp. Em outras palavras, a transmissdo destes, raramente ocorre através da larva
de R. sanguineus e sim pelos estagios de ninfa e adultos. Frequentemente a infeccdo no
carrapato € adquirida durante a alimentagdo em um animal doente. E este patégeno é
transmitido para os demais estagios (DANTAS-TORRES, 2010).

A co-alimentacdo é outra forma que carrapatos podem se infectar com agentes
patogénicos. Quando estdo se alimentando proximos, a menos de um centimetro de distancia,
a infeccdo pode ocorrer entre um carrapato infectados para os que estdo ao redor, aumentando
assim a o nimero de carrapatos infectados e a transmissao de doencas (RANDOLPH, 2011).

Rhipicephalus sanguineus € um dos poucos carrapatos completamente adaptados a
desenvolver seu ciclo dentro ou proximo a residéncias (jardins e canis). Este habito endofilico,
aumenta sua proximidade com seres humanos, aumentando consideravelmente seu potencial
para transmisséo de doencas ao homem (DANTAS-TORRES; CHOMEL; OTRANTO, 2012).

2.2 Ctenocephalides felis felis
2.2.1 Biologia e Ecologia

As pulgas do género Ctenocephalides sdo insetos parasitos mais prevalentes em todo o
mundo. Sua classificagdo taxondmica pertence ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem
Siphonaptera e familia Pulicidae. Duas principais espécies estdo incluidas nesse género: C.
canis e C. felis. Sua diferenciag@o pode ser feita por com base em detalhes sutis em sua
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morfologia e distribuicdo geografica (LINARDI; GUIMARAES, 2000; MENIER;
BEAUCOURNU, 1998; RUST, 2017).

Durante décadas a espécie C. felis apresentou quatro diferentes subespécies, C. felis
damarensis, C. felis felis, C. felis orientis, e C. felis strongylus. Contudo, com o avanco da
biologia molecular para o estudo da sistematica elevaram duas subespécies para espécie
completas: C. damarensis e C. orientis. Enquanto C. felis felis tem sido encontrada em cées e
gatos em todo o mundo e C. felis strongylus esta restrita a animais selvagens na Libia. A
tendéncia € que estd Ultima seja elevada a nivel de espécie nos proximos anos (HORAK;
BEAUCOURNU; BRAACK, 2004; KAAL; BAKER; TORGERSON, 2006; LAWRENCE et
al., 2015; RUST, 2017).

Essas pulgas sdo ectoparasitos pequenos, medindo entre um a trés milimetros de
comprimento, possuem corpo achatado lateralmente, aparelho bucal picador e pernas adaptadas
para o salto (LINARDI; GUIMARAES, 2000; SOULSBY, 1986).

Em seu ciclo evolutivo estdo presente os estagio de ovo, larva, pupa e adultos. Apenas
5% das pulgas estdo sobre 0 animal como individuos adultos, 0s 95% restante estdo presentes
no ambiente como formas imaturas. Uma pulga adulta se alimenta cinco minutos ap6s subir no
hospedeiro e 24 a 36 horas ap0s a primeira a alimentacdo iniciam a postura. Sdo capazes de
ovipor de 40-50 ovos por dia (CADIERGUES et al., 2001; DRYDEN, 1989).

Os ovos sdo postos sobre o pelame do animal e ao longo do tempo, aproximadamente
oito horas, se desprendem e caem no ch&o. Se concentram preferencialmente nos locais onde o
animal repousa. A maior producdo de ovos ocorre durante a noite, porém, apesar de baixa, a
producdo de ovos também pode ocorrer durante o dia. Para a eclosdo precisam de temperatura
em torno de 20 a 30°C e umidade relativa do ar maior do que 50%. Temperaturas maior do que
35°C e inferiores a 6°C séo letais aos ovos. O tempo de ecloséo pode variar de um a seis dias,
dependendo das condi¢es ambientais. No ambiente, com temperatura de 27°C e umidade
superior a 50%, eclodem em 24 horas e ocorre o desenvolvimento da fase de larva
(BLAGBURN; DRYDEN, 2009; DRYDEN, 1989; KERN; KOEHLER; PATTERSON, 1992;
RUST, 1992).

Possui trés instares de larva (L1, L2 e L3). Estas se alimentam de matéria organica
presente no ambiente, que é oriunda principalmente do sangue desidratado das fezes de pulgas
adultas. Quando criadas artificialmente, estas necessitam de dieta acrescida de sangue
desidratado em seu substrato. S&o canibais e na falta de alimento disponivel se alimentam de
outras larvas (RUST, 2017; SILVERMAN; RUST; REIERSON, 1981; SILVERMAN; RUST,
1983).

Em temperatura de 27°C e umidade relativa superior a 50% se tornam pupas em sete a
oito dias. Quando comparada aos ovos, larvas sao menos resistentes a dessecacao e umidade
relativa menor do que 50% pode ser letal as larvas (METZGER; RUST, 1997; RUST, 1992;
RUST; DRYDEN, 1997; SILVERMAN; RUST; REIERSON, 1981).

Possuem geotropismo positivo e fototropismo negativo, isto faz com que as larvas
procurem locais protegidos da luz para se desenvolver (como base de tapetes). Quando
presentes no solo, larvas podem se enterrar na terra em até 2,5 cm para fugir da luz (RUST,
1992; RUST; DRYDEN, 1997).

A pupa é a fase de resisténcia que se encontra no ambiente. O casulo é formado pela
seda tecida pela larva juntamente com gréos de poeira /areia presente no ambiente. Sua funcéo
é: proteger a larva em metamorfose e o adulto recém-formado contra predadores, como
formigas; ndo interferir na troca de agua com o ambiente; e garantir que o adulto recem-formado
esteja protegido até a presenca de um hospedeiro. A pupa pode ficar vidvel por até 174 dias
(aproximadamente seis meses) em condi¢Ges favoraveis (BLAGBURN; DRYDEN, 2009;
SIAK; BURROWS, 2013; SILVERMANN, 1984).



Larvas que ndo encontram no ambiente material inorganico suficiente para a formacéo
do pupario, formam a chamadas pupas nuas. Estas conferem menor protecdo e os adultos
costumam emergir mais rapidamente (METZGER; RUST,1997).

A emergéncia da pulga adulta do pupério é induzida por estimulos ambientais que
indiquem a presenca de hospedeiros. Dentre eles estimulos se destacam: a presenca de calor,
vibracdes, friccdo das pupas e maior concentragdo de dioxido de carbono no ambiente (SIAK;
BURROWS, 2013; SILVERMAN; RUST, 1995).

Apo0s a emergéncia, as pulgas adultas se alimentam do sangue presente nos capilares
periféricos onde injetam antigenos salivares, as fezes produzidas ap6s a alimentagdo caem no
ambiente e servem de alimento para as larvas. Apds a alimentacdo as fémeas e machos
sobrevivem em média 11 e 50 dias respectivamente. Se nao se alimentarem, podem ficar viaveis
no ambiente por até 90 dias & espera de um hospedeiro (BLAGBURN; DRYDEN, 2009;
OSBRINK; RUST, 1984; WADE; GEORGI, 1988).

2.2.2 Importancia Veterinaria e Médica

Pulgas sdo insetos hematéfagos e em grandes infestacbes sdo capazes de provocar
grande irritagdo, prurido intenso e anemia em cées e gatos (SIAK; BURROWS, 2013). Os
antigenos presentes na saliva de pulgas, estes inoculados durante o repasto sanguineo, sdo
capazes de provocar um quadro de hipersensibilidade do tipo I levado ao quadro de Dermatite
Alérgica a Picada de Pulga. Testes intradérmicos em cées mostraram que as duas principais
proteinas responsaveis por ocasionar o quadro alérgico séo MW 40 k e MW 12 k-18 k. Essa
patologia cursa com prurido intenso, levando ao quadro de alopecia, eritema e predispondo a
infeccdo secundaria da pele por fungos ou bactérias (LEE; JACKSON; OPDEBEECK, 1997;
PATERSON, 2015; SOUSA; HALLIWELL,2001).

S&o consideradas vetores de diversos agentes patogénicos para animais de companhia e
para 0 homem. Dentre eles podemos destacar: Rickettsia felis, R. typhi, Bartonella henselae, B.
clarridgeiae, Yersinia pestis, Coxiella burnetii, Mycoplasma spp. (EISEN et al., 2008; EISEN;
GAGE, 2012; NELSON; SAHA; MEAD, 2016; PSAROULAKI et al., 2014; RUST, 2017).

Ja foi comprovada a transmisséo do Calicivirus Felino a partir de fezes de C. felis felis.
Estudos in vitro demonstram o potencial vetorial desta pulga na transmissdo dos retrovirus
felino, como o Virus da Leucemia Felina (FeLV) e o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV)
(MENCKE et al., 2009; VOBIS et al., 2003a; VOBIS et al., 2003b; VOBIS et al., 2005).

Estas pulgas sdo consideradas hospedeiros intermediarios de helmintos como o cestoide
Dipylidium caninum e do nematoide Acanthocheilonema reconditium (BEUGNET et al., 2014;
DE AVELAR et al., 2007; NAPOLI et al., 2014).

2.3 Controle de Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus sanguineus

No que diz respeito ao controle de pulgas em carrapatos em animais de companhia, vale
lembrar que existem pontos cruciais para o sucesso. Estes parasitos possuem uma fase de vida
ndo parasitaria, que corresponde a fase em que estes estdo no ambiente. Cerca de 5% da
populacdo total de parasitos estdo sobre os animais, o0 restante se encontra no ambiente.
Carrapatos s@o mais resistentes do que as pulgas aos fatores abidticos que podem interferir em
seu ciclo de vida. Isto pode ser exemplificado pois conseguem viver por maior periodo de tempo
em temperaturas e umidade relativas baixas. Além disso, R. sanguineus possui um ciclo de
vida heteroxeno indo ao ambiente pelo menos em trés momentos distintos no seu ciclo,
dificultando seu controle. Por este motivo, infestacdes por carrapatos sdo mais dificeis de serem
controladas (DANTAS-TORRES, 2010; RUST, 2017).



2.3.1 Controle quimico: principais ectoparasiticidas presentes no Brasil
2.3.1.1 Organoclorados, Carbamatos e Organofosforados

Os organoclorados sdo compostos quimicos que foram amplamente utilizados para o
controle de pragas agricolas. Seus principais representantes sao: os etanoclorados representados
pelo diclorodietiltricloroetano (DDT), os ciclodienos representados pelo dieldrin e pelo aldrin,
e 0s hexaclorociclohexanos representados pelo hexaclorobenzeno (BHC) e pelo lindane. Seu
mecanismo de acdo é interferirem na abertura dos canais de ions cloro impedindo assim a
repolarizacdo da membrana neural. J& os ciclodienos inibem o acido gamaanimobutirico
(GABA), estimulando o fluxo de ions cloro e interferem no fluxo de ions calcio, resultando na
despolarizacdo parcial da membrana pds-sinéptica e uma vulnerabilidade a repetidas descargas.
Atuam nos receptores do GABA, resultando na inibicdo do fluxo de ions cloro GABA
dependentes nos neurdnios (TAYLOR, 2001).

Os organofosforados ligam-se a acetilcolinesterase (AChE), impossibilitando-a de
hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina em colina e acetato. Os carbamatos atuam de forma
semelhante, no entanto, formam um complexo mais instavel com a colinesterase, permitindo a
recuperagdo da enzima mais rapidamente. Em ambos os processos, causam uma constante
estimulacdo nervosa levando a morte do inseto por paralisia (MASON et al., 1984).

Exemplos de carbamatos comercializados no Brasil sdo o carbaril e propoxur. Enquanto
os organofosforados sdo clorpirifés, coumafos, diazinon, diclorvés, triclorfon e fention. O
diazinon é o organofosforado mais utilizado no controle de ectoparasitoses de pequenos
animais, como no controle de C. felis (FRANC; CADIERGUES, 1998; SCOTT et al., 2002).
Esses agentes tradicionais de controle de pulgas e carrapatos tém sido substituidos por
ectoparasiticidas mais novos e mais seguros para cées e gatos (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

2.3.1.2 Formamidinas

O amitraz € o representante dessa classe de ectoparasiticida. Apresenta excelente acéo
frente a &caros, no entanto, ndo possui acdo sobre insetos. Em invertebrados atua nos receptores
de octopamina, um neurotransmissor excitatorio, resultando em hiperexcitabilidade neuronal e
morte. Também atua inibindo a enzima monoaminoxidase, promovendo um acumulo de
catecolaminas no sistema nervoso central, agindo, portanto, como um agonista a-2 adrenérgico
(TAYLOR, 2001).

Além de causar a morte do parasito, 0 amitraz possui acao repelente. Fazendo com que
carrapatos fixados se desprendam do animal e impedindo que novos se fixem (FOLZ et al.,
1986).

Pode ser utilizado em coleiras impregnadas com indicacdo para o controle e repeléncia
de R. sanguineus (ELFASSY et al., 2001; ESTRADA-PENA; ASCHER, 1999). Este ativo tem
sido associado a outras moléculas devido a essa acdo repelente. O principal exemplo disso é a
associacdo de fipronil-amitraz-(S) metoprene (HORAK; FOURIE; STANNECK, 2012;
JONGEJAN et al., 2011).

2.3.1.3 Piretrinas e Piretréides

Os piretroides séo grupo de ectoparasiticidas derivados sinteticamente a partir das flores
de Chrysanthemum cinerariaefolium. Possuem agédo inseticida e carrapaticida e apresentam
baixa toxicidade para cdes (BOWERS, 1985; VOLMER, et al., 1998). Atua alterando a
permeabilidade dos canais de sddio causando hiperexcitacdo. Em vertebrados agem no sistema
nervoso e nas membranas musculares, provocando despolarizacdo prolongada dessas células e
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provocando sinais clinicos de neurotoxicidade (SCHRECK; POSEY; SMITH, 1978;
WHITTEM, 1995).

Apresentam acdo repelente, sobre pulgas e carrapatos, que quando em contato com esses
produtos, desenvolvem um quadro de hiperexcitabilidade conhecido como “hot-foot” que os
impede de se alimentarem em seus hospedeiros (CHRECK; POSEY; SMITH, 1978;
MEHLHORN et al., 2003).

A deltametrina foi utilizada nas formulacdes de colar impregnado e xampus no controle
de R. sanguineus e C. felis felis em caes (FRANC; CADIERGUES, 1999; VAN DEN BOS;
CURTIS, 2002). A ciflutrina e cipermetrina ja foram relatadas para uso no controle ambiental
de larvas de pulgas e carrapatos (BATISTA et al., 2012; CORREIA et al., 2010; FERNANDES
et al., 2000; MELO et al., 2010).

Durante anos produtos com esses ativos foram utilizados no controle de pulgas e
carrapatos em cdes. Atualmente, devido a sua acdo repelente para acaros e insetos, tem sido
empregado em associagcdo com outros ativos (BLAGBURN; DRYDEN, 2009). Os principais
piretroides utilizados em associacdo para o controle de C. felis felis e R. sanguineus em cées
sdo a flumetrina e a permetrina (DANTAS-TORRES et al., 2013; COATI; STANNECK, 2003;
EPE; STANNECK etal., 2012; HELLMANN et al., 2003).

2.3.1.4 Fenilpirazoles

O principal representante deste grupo de ectoparasiticida é o fipronil [5-amino-3-ciano-
1- (2,6-dicloro-4-trifluorometilfenil) -4-fluorometilsulfinil pirazole], com férmula quimica
ilustrada na Figura 1. Este farmaco vem sendo usado de forma extensiva na agricultura no
controle de pragas agricolas e na medicina veterinaria para o controle de artropodes parasitos
(HOVDA; HOOSER, 2002).

C
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Figura 1. Estrutura quimica da molécula de fipronil.
Fonte: Adaptado de APMVA (2005).

O fipronil possui excelente acdo inseticida e acaricida. Seu principal mecanismo de acao
é sobre o receptor GABA. Este possui a funcdo de permitir a entrada de ions cloreto no interior
da célula neural, fazendo com que retorne ao seu potencial de repouso, mantendo o potencial
elétrico da membrana. O bloqueio destes canais ocasionado pelo fipronil reduz a inibicéo
neuronal e leva & hiperexcita¢do do sistema nervoso central, cursando com paralisia, convulses
e morte (ZHAO et al., 2003; ZHAO et al., 2004; ZHENG et al., 2003).

Apesar de vertebrados também possuirem o GABA, o fipronil é capaz de se ligar de
forma seletiva a fragOes proteicas que estdo presentes somente em artropodes. Isso faz com que
a sensibilidade dos insetos ao fipronil seja de 700 a 1300 vezes maior do que a de mamiferos
(ZHAO et al., 2004).

Quando metabolizado por vertebrados e invertebrados o principal metabélico produzido
é o fipronil sulfona. Ja é sabido que no solo e em vegetais o fipronil pode sofrer uma reacdo de
fotoextrusdo produzindo desulfinilo (HAINZL; COLE; CASIDA, 1998; RAMESH;
BALASUBRAMANIAN, 1999).
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Os produtos disponiveis no mercado que contem fipronil para serem utilizados em cées
e gatos sao de aplicacdao tdpica, ou seja, “spray” ou “spot on”. A maior parte do fipronil
absorvido pelo extrato corneo € distribuido nas glandulas sebaceas dos animais e é liberada
gradualmente sobre a pele do animal. Estudos ja comprovaram que a absorcédo do fipronil pelo
extrato corneo é limitado, fazendo com que sua biodisponibilidade plasmética seja em torno de
5%. Isso faz com que estes produtos, quando administrados na dose e intervalo de tempo
corretos, sejam seguros para essas espécies (BRAYDEN, 2003; COCHET et al., 1997)

Né&o existem estudos publicados no Brasil sobre os efeitos adversos do uso de fipronil
em animais de companhia. No entanto, estudos publicados no Estados Unidos e Australia
mostram que os principais efeitos adversos relacionado ao uso do fipronil séo: alopecia,
mudanca na coloracdo do pelo, prurido e eritema (no local de aplicacdo) e com menor
frequéncia foram observados sinais neuroldgicos e gastrointestinais (APMVA, 2005;
BLOOQUEST, 2003).

Existem diversos produtos e associa¢fes disponiveis com excelente eficacia para o
controle de pulgas e carrapatos em cdes (BONNEAU, et al., 2010; CONSALVI, 1995;
GUPTA; CADIERGUES, 2010; KUZNER et al., 2013; POSTAL; JEANNIN; BONNEAU,;
1999).

Nas ultimas décadas o fipronil vem sendo associado a reguladores de crescimento de
insetos (IGR) para que desta forma possa realizar juntamente com o controle de adultos, o
controle das formas evolutivas que estdo no ambiente. O metoprene foi o primeiro IGR
associado ao fipronil e mais recentemente o piriproxifen foi associado. Estas associa¢fes tém
sido empregadas com eficécia no controle de adultos e formas imaturas de R. sanguineus e C.
felis felis (BRIANTI et al., 2010; DE MARI et al., 2016; NAVARRO et al., 2016; YOUNG;
JEANNIN; BOECKH, 2004).

Outras associacdes disponiveis sdo a de fipronil com piretrdides (permetrina) ou a
formamidinas (amitraz). A escolha por este tipo de associagédo ocorre pelo efeito repelente que
estes dois ativos possuem. Evitando desta forma, que carrapatos e pulgas se alimentem nos
animais (BOUHSIRA et al., 2011; DUMONT et al., 2015; HALOS et al., 2016; PRULLAGE
etal., 2011).

O piriprol é outro fenilpirazole, possui mecanismo de acdo idéntico ao fipronil. Esta
presente em formulagdo “spot on” para o tratamento de pulgas e carrapatos em cdes e gatos
(SCHUELE et al., 2008).

2.3.1.5 Lactonas macrociclicas

As avermectinas e milbemicinas sdo moléculas oriundas da fermentacédo de dois fungos
Streptomices avermitilis e Streptomyces cyanogriseus respectivamente. Para animais de
companbhia cinco lactonas macrocclicas possuem indicacdo em bula para 0 uso em cées e gatos:
ivermectina, milbemicina oxima, moxidectina, selamectina e eprinomectina (NOLAN; LOK,
2012).

Podem ser administradas pela via oral, topica (spot on) ou injetavel (via subcutanea).
Tem carater endectocida, ou seja, atuam sobre artropodes e nematoides. Sdo amplamente
indicadas como microfilaricidas para a prevencdo de Dirofilaria immitis em cdes. Seu
mecanismo de acdo se da pela hiperpolarizacdo e inibi¢do da transmissdo nervosa, por meio da
potencializacdo da acdo do GABA e do aumento da permeabilidade da membrana ao cloro
promovendo ataxia e morte do parasita (TAYLOR, 2001).

A selamectina € a lactona macrociclica que possui melhor eficacia para o controle de R.
sanguineus e C. felis felis (JERNIGAN et al., 2000; MCTIER et al., 2000). As demais lactonas
citadas sdo amplamente empregadas para o controle de 4&caros como Demodex spp., Sarcoptes



scabiei, Notoedres cati, Otodectes cynotis, Lynxacarus radovskyi, Cheyletiella spp. (CURTIS,
2004; NOLAN; LOK, 2012)

2.3.1.6 Semicarbazona

O principal representante deste grupo é a metaflumizona que possui excelente acao
inseticida atuando sobre insetos das ordens Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera, Diptera,
Isoptera e Siphonaptera. Atua sobre os canais de sodio dos insetos causando morte por
hiperexcitagdo (SALGADO; HAYASHI, 2007).

Para utilizagdo em animais de companhia, esta disponivel na formulagdo “spot on” e
apresenta excelente eficacia frente a pulga C. felis felis. No entanto, isoladamente a
metaflumizona ndo possui acdo acaricida e nao € eficaz para o controle de carrapatos. Com a
finalidade de aumentar o espectro de acdo este farmaco pode ser encontrado associado ao
amitraz para auxiliar no controle de R. sanguineus (HOLZMER et al., 2007; RUGG; HAIR,
2007).

2.3.1.7 Oxadiazinas

O indoxacarbe é um inseticida pertencente a esta classe. Foi originalmente desenvolvido
para uso na agricultura. E considerado um pro-inseticida que é metabolizado por insetos para
um metabdlito mais ativo, o N-decarbometoxilado de indoxacarbe. O metabdlito ativo do
indoxacarbe exerce seu efeito ao bloquear os canais de ions de sodio de insetos e é pelo menos
40 vezes mais potente que o indoxacarbe. Os mamiferos exibem uma bioativacdo minima e seu
metabolito ativo possui poténcia muito menor em mamiferos do que em insetos (SILVER et
al., 2010; WING et al., 2000; ZHAO et al., 2003).

Na medicina veterinaria esta disponivel em formulagao “spot on” para o controle de C.
felis felis reduzindo a contagem de pulgas adultas, a producdo de ovos e a emergéncia de
adultos. Contudo, nao possui eficacia para o controle de acaros (ARMSTRONG et al., 2015.
DRYDEN et al., 2013).

2.3.1.8 Spinosinas

As Spinosinas sdo derivadas da fermentacdo do fungo Saccharopolyspora spinosa. O
principal representante desta classe de ectoparasiticidas é o Spinosad. E altamente ativo, tanto
pelo contato quanto pela ingestdo, em inimeras espécies de insetos e acaros (WILLIAMS;
VALLE; VINUELA, 2003).

Seu mecanismo de agdo é atuando principalmente nos receptores nicotinicos de
acetilcolina do sistema nervoso de insetos, causando a interrupcdo da neurotransmissdo de
acetilcolina. Também possui efeitos secundarios como um agonista de neurotransmissor GABA
causando hiperexcitacdo do sistema nervoso dos insetos (SALGADO, 1998).

Esta disponivel na forma de comprimido para o tratamento de cdes e gatos,
principalmente para o controle de pulgas. O spinosad apresenta excelente eficacia adulticida,
eliminando rapidamente pulgas adultas. Também é capaz de reduzir a producéo de ovos destes
insetos e a emergéncia de adultos (BLAGBURN et al., 2010; FRANC; BOUHSIRA, 2009;
SNYDER et al., 2013).

Alguns autores sugerem que o spinosad possua eficicia para o controle de R. sanguineus
a partir de 24 horas da administracdo do comprimido. E possuindo efeito residual por até 30
dias ap0s o tratamento (SNYDER; CRUTHERS; SLONE, 2009).

10



2.3.1.9 Reguladores de crescimento de insetos

Este grupo de ecoparasiticidas sdo responsaveis por interferir no crescimento e
desenvolvimento de artropodes. Possuem pouca eficacia frente parasitos adultos, no entanto,
sdo empregados em associacdo com adulticidas para promover o controle ambiental de pulgas
e carrapatos. A vantagem destes componentes séo: restrito espectro de acao e auséncia ou baixa
toxicidade para mamiferos. Existem duas classes de IGR, os inibidores da sintese de quitina
(1SQ) e analogos do horménio juvenil de artrépodes (AHJ) (BLAGBURN; DRYDEN, 2009;
DANTAS-TORRES, 2010; RUST, 2005).

Os I1SQ s&o responsaveis por inibir a enzima quitina sintetase impedindo, desta forma,
a formacdo do exoesqueleto e a ecdise de artropodes. Os principais representantes deste
grupamento de inseticidas pertencem a classe das benzofenilureias (TAYLOR 2001).

O lufenuron é o principal representante das benzofenilureias utilizadas para o controle
de pulgas em animais de companhia. Estudos mostram que este 1SQ ja foi amplamente utilizado
para o controle de pulgas, sendo capaz de inibir a emergéncia de pulgas adultas em 95% por até
seis meses (BLAGBURN, 1999; CADIERGUES et al., 1999; MEOLA, 1999).

O fluazuron e o diflubenzuron ja demonstraram ter potencial para o controle de R.
sanguineus em ensaios laboratoriais, no entanto, ndo existem estudos publicados com este para
o controle de pulgas e carrapatos em caes e gatos (DE OLIVEIRA et al., 2012; DE OLIVEIRA
et al., 2013). Contudo, sua eficacia ja vem sendo demonstrada para o carrapato de bovinos R.
microplus e da mosca do chifre Haematobia irritans (ANDREOTTI et al; 2015; BULL et al.,
1996).

Os AHJ interferem diretamente na ecdise dos artropodes gerando estagio larvais e
ninfais andmalos. Destacam-se o0 (S)-metoprene e o piriproxifen no controle de ectoparasitos
de cdes e gatos e sua estrutura quimica esta demonstrada na Figura 2.
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Figura 2. Férmula estrutural do piriproxifen
Fonte: Adaptado de Meola, Ready e Meola (1993)

O (S)-metoprene vem sendo utilizado nas ultimas décadas para o controle de C. felis
felis e R. sanguineus. Apresenta excelente eficicia ovicida, impedindo que os ovos de C. felis
felis eclodam, bom potencial larvicida e potencial adulticida (PALMA; MEOLA; MEOLA,
1993). Por este motivo encontra-se associado ao fipronil nas formulag6es presentes no mercado
(BRIANTI et al., 2010; VARLOUD; HODGKINS, 2015; YOUNG; JEANNIN; BOECKH,
2004).

O piriproxifen possui excelente potencial ovicida, larvicida, principalmente sobre a
larva de primeiro instar, de C. felis felis em ensaios in vitro realizados. Estudos indicaram que
pulgas adultas que se alimentam de sangue contendo este IGR de forma continua morrem
precocemente (com aproximadamente 10 dias), por ndo conseguirem se alimentar (LANCE;
HEMSARTH, 2016; MEOLA et al., 2000; MEOLA; DEAN; BHASKARAN, 2001).

Maynard et al. (2001) mostraram que o piriproxifen na dose de 10mg/kg, em gatos
medicados pela via topica “spot on”, foi eficaz no controle de pulgas nos animais avaliados no
estudo por um periodo de 180 dias (seis meses), sugerindo o potencial deste IGR para o controle
de pulgas em residéncias.

A eficécia deste IGR, ja foi demonstrada em associagdo com os piretroides d-fenotrina
e ciflutrina e ja estdo disponiveis nas formulagdes aerossol e “spray”, respectivamente, para
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serem aplicadas em ambientes como forma auxiliar no controle de C. felis felis (CORREIA et
al., 2005; CORREIA et al., 2010).

O piriproxifen possui duas associagbes comerciais disponiveis para o tratamento de
pulgas em cdes na formulagdo “spot on” (fipronil-piriproxifen e dinotenfuran-permetrina-
pririproxifen), mostrando sua eficacia na reducdo de pulgas adultas nos animais tratados
(BOUHSIRA et al., 2012; NAVARRO et al., 2016). No entanto, ndo existem trabalhos
publicados com a associagéo de fipronil e piriproxifen na formulagéo “spray” para o tratamento
de cées.

2.3.1.10 Neonicotinéides

Esta classe de ectoparasiticidas tem sido utilizada ha décadas como inseticidas para
controle de pragas agricolas. Os principios ativos pertencentes a este grupo, com importancia
em medicina veterinaria, sdo o nitempiram, imidacloprida e dinotenfuran. Esses produtos atuam
rapidamente eliminando larvas e pulgas adultas em 20 minutos (DRYDEN et al., 2011;
MEHLHORN; HANSEN; MENCKE, 2001; MEHLHORN; MENCKE; HANSEN, 1999).

Possuem excelente eficacia contra insetos, porém pouca ou nenhuma sobre acaros.
Agem especificamente sobre os receptores nicotinicos para acetilcolina de insetos, portanto
apresentam pouco ou nenhuma toxicidade para mamiferos (HOVDA; HOOSER, 2002).

2.3.1.11 Isoxazolinas

As isoxazolinas sdao uma nova classe de ectoparasiticidas que possuem eficécia contra
acaros e insetos. Seu mecanismo de acdo esta ligado a inibicdo do GABA e canais de cloros
seletivo de artropodes (GASSEL et al., 2014). Inicialmente foram indicadas para o controle de
pulgas e carrapatos em caes. Posteriormente, mostraram-se eficazes para o controle de acaros
(SHOORP et al., 2014; SIX et al., 2016; TAENZLER et al., 2017).

Os principais representantes desta classe sdo o fluralaner, afoxolaner. sarolaner e
lotilaner todos com excelente eficacia para o controle de R. sanguineus e C. felis felis
(BEUGNET; LIEBENBERG; HALOS, 2015; BURGIO; MEYER; ARMSTRONG, 2016;
KUNKLE et al., 2014; KUNTZ; KAMMANADIMINTI, 2017; SIX et al., 2016).

2.3.2 Formulac6es veterinarias contendo ectoparasiticidas

A industria farmacéutica veterinaria disponibiliza ecotparasiticidas nas formulacdes de
talco, xampu, sabonete, “spray”, coleira, pipeta e comprimido. Talcos sdo considerados pouco
praticos, pois sdo mais trabalhosos para a aplicacdo, causam desconforto ao tutor e necessitam
de aplicacdes frequentes para o controle de ectoparasitos (MARCHIONDO et al., 2013).

Xampus e sabonetes necessitam de contato prolongado, cerca de 5 a 10 minutos, com o
animal para eliminarem pulgas e carrapatos. Possuem baixo efeito residual, portanto sua
aplicacdo deve ser realizada frequentemente. E importante lembrar que o uso de 4gua quente
em banho com produtos que contenham piretroides e carbamatos pode acarretar em absor¢ao
sistémica e intoxicacdo. A acdo mecanica do banho é suficiente para eliminar ovos, fezes,
parasitos adultos o que promove um alivio imediato ao animal (FRANC; CADIERGUES,
1999).

Produtos que sdo administrados na forma de “spray” devem ser aplicados de forma que
a solucdo penetre no pelame do animal e entre em contado com sua pele. Apesar de possuirem
excelente efeito imediato, possuem baixo efeito residual, perdendo sua eficacia ao longo do
tempo. A aplicacdo deste produto pode resultar em salivacdo (principalmente nos produtos a
base de alcool), também apresentam como inconveniente o som associado a aplicacéo, que pode
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assustar o animal. A sua aplicacdo pratica propicia casos de sobre dosagem e intoxicagéo,
principalmente em animais mais sensiveis, como filhotes e gatos; a sua ingestdo acidental (pelo
“grooming” ou comportamento social) também ¢é um risco presente (GRAF et al., 2004,
PATON; WALKER, 1988; PAYNE et al., 2001).

Coleiras sdo constituidas por uma matriz de polimeros plasticos que sdo impregnadas
com acaricidas/inseticidas. A liberagdo dos ativos € realizada de forma continua e gradual a
partir de sua friccdo com a pele. Isto acaba, invariavelmente, ocasionando uma liberacéo
desigual e imprevisivel, sendo pouco provavel que coleiras atinjam altos niveis de eficacias.
Sé&o utilizadas principalmente em locais onde o desafio, por pulgas e carrapatos, ndo sejam altos.
Normalmente em sua composi¢do estdo presentes piretrdides e carbamatos o que conferem
principalmente efeito repelente (FRANC; CADIERGUES, 1998; MILLER; BAKER,;
COLBURN, 1977; STANNECK et al., 2012).

O desenvolvimento de pipetas para aplicagdao de parasiticidas de forma “spot on” ou
“line on” revolucionou o controle de pulgas e carrapatos. Estas se apresentando em altas
concentragdes hum baixo volume. Atuam no parasito por contato, sistemicamente e/ou de forma
mista, pela penetracdo transcutanea e circulacdo plasmatica. Este tipo de formulacdo contém
excipientes que permitam a absorcdo transdérmica do ativo, seguida de sua distribuicdo
plasmética ou difusdo pela pele, permanecendo no compartimento sebaceo durante varias
semanas. Sua distribuicdo nem sempre é de forma homogénea por todo o corpo, podendo
possuir maiores concentragdes no local de aplicagdo. Em relacdo aos efeitos adversos de
produtos aplicados pela via “spot on” ¢ a possibilidade de ingestdo (mais preocupante em caso
de gatos expostos a cdes tratados com altas concentragcdes de permetrina), lesdes na pele no
sitio da aplicacdo, bem como perda de pelo ou mudanca na sua cor (BEUGNET; FRANC,
2012).

Pela via sistémica existem ectoparasiticidas formulados para administracdo oral na
forma de comprimidos e os injetaveis. Os comprimidos, podem possuir efeitos a curto-prazo,
como por exemplo nitenpiram, ou de eficacia persistente, como ocorre com o spinosad ou
isoxazolinas (BECSKEI et al., 2016; MCCOY; BROCE; DRYDEN, 2008; SNYDER et al.,
2007). Apesar de ndo existir no Brasil, 0 Unico ectoparasiticida injetavel com indicacdo de bula
para cdes e gatos € o lufenuron. Existe indicacdo extra-bula para aplicacdo de lactonas
macrociclicas (ivermectina, moxidectina, doramectina) para o controle de outros 4caros em cédes
e gatos (FRANC; CADIERGUES, 1997; NOLAN; LOK, 2012).
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CAPITULO |

EFICACIA ADULTICIDA PARA Ctenocephalides felis felis E Rhipicephalus sanguineus
senso latu DA ASSOCIACAO FIPRONIL-PIRIPROXIFEN NA FORMULACAO
“SPRAY” EM CAES ARTIFICIALMENTE INFESTADOS
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RESUMO

O carrapato Rhipicephalus sanguineus e a pulga Ctenocephalides felis felis séo os ectoparasitos
de maior importancia para cdes no Brasil e em muitos outros paises. S&o resposaveis por causar
0 quadro de dermatite alérgica a presenca de ectoparasitos, assim como, possuem acao vetorial
de diversos agentes patogénicos para estes animais. O fipronil € uma molécula sintética do
grupo dos fenilpirazoles com excelente atividade inseticida e acaricida. Enquanto o piriproxifen
é um regulador de crescimento de insetos, analogo do hormonio julvenil, que compromete o
desenvolvimento de insetos. O objetivo deste trabalho foi avaliar eficacia carrapaticida e
pulicida da associacdo de fipronil-piriproxifen na formulagdo “spray” em caes artificialmente
infestados. Para o estudo foram utilizados 12 cées da raca Beagle, com idade entre dois a seis
anos, oito machos e quatro fémeas. Os animais do grupo tratado receberam, no dia 0, pela via
topica (“spray”), a associacdo de fipronil-piriproxifen na dose de 7,5 mg e 4,44mg
respectivamente, respectivamente, equivalente a quatro jatos por quilo de peso corporal. Os
animais do grupo controle ndo receberam nenhum tipo de tratamento. As infestagdes foram
realizadas com 100 exemplares de C. felis felis e 50 de R. sanguineus e ocorreram nos dia -7, -
2 e continuaram a cada sete dias, durante 40 dias com carrapatos e por 75 dias com pulgas. As
avaliacGes para o caculo de eficacia pulicida e carrapaticida ocorreram 48 horas apds as
infestacBes durante 42 dias para R. sanguineus e 77 dias para C. felis felis.. A eficacia
carrapaticida foi superior a 90% por até 28 dias para o controle de R. sanguineus e a eficacia
pulicida foi superior a 90% por até 63 dias pds tratamento para o controle de C. felis felis. Com
base nos resultados obtidos é possivel afirmar que a associacdo de fipronil e piriproxifen na
formulagdo “spray” ¢é eficaz para o controle de R. sanguineus e C. felis felis em cées
artificialmente infestados.

Palavras chave: controle; pulgas; carrapatos
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ABSTRACT

The tick Rhipicephalus sanguineus and the flea Ctenocephalides felis felis are the most
important ectoparasites for dogs in Brazil and in many other countries. They are responsible for
causing the picture of allergic dermatitis the presence of ectoparasites, as well as, they have
vector action of several pathogens for these animals. Fipronil is a synthetic molecule of the
phenylpyrazole group with excellent insecticidal and acaricidal activity. While pyriproxyfen is
an insect growth regulator, analogue of the hormone julvenil, which compromises the
development of insects. The aim of this study was to evaluate the carapace and pulicidal
efficacy of fipronil-pyriproxyfen in the spray formulation in artificially infested dogs. Twelve
Beagle dogs, aged two to six years, eight males and four females were used for the study. The
animals of the treated group received the combination of fipronil-pyriproxyfen at the dose of
7.5 mg and 4.44 mg, respectively, equivalent to four jets per kg of body weight, at day 0. The
animals in the control group did not receive any type of treatment. The infestations were carried
out with 100 specimens of C. felis felis and 50 of R. sanguineus and occurred on day -7, -2 and
continued every seven days, for 40 days with ticks and for 75 days with fleas. The evaluations
for the calculation of pulicidal efficacy and carapacity occurred 48 hours after the infestations
for 42 days for R. sanguineus and 77 days for C. felis felis. The carrapaticidal efficacy was
higher than 90% for up to 28 days for the control of R. sanguineus and the pulicidal efficacy
was greater than 90% for up to 63 days post treatment for the control of C. felis felis. Based on
the results obtained it is possible to state that the association of fipronil and pyriproxyfen in the
spray formulation is effective for the control of R. sanguineus and C. felis felis in artificially
infested dogs.

Keywords: control; fleas; ticks
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1 INTRODUCAO

O carrapato marrom dos canis, R. sanguineus é a espécie de maior importancia no Brasil
e em muitos paises. Enquanto a subespécie C. felis felis é a mais prevalente em todo o mundo,
acometendo tanto cies quanto gatos (BEAUCOURNU; MENIER, 1998; DANTAS-TORRES,
2008; MATTHEE et al., 2010; RUST; DRYDEN, 1997).

Estes parasitos, além de causarem incomodo e espoliagdo ao hospedeiro, sao
responsaveis pelo desenvolvimento de quadros alérgicos conhecidos como DAPE, que cursa
com prurido intenso, alopecia, e ocasionamente, com instalacdo de infeccdo secundarias
causando piodermatite (PATTERSON, 2015).

O carrapato R. sanguineus é responsavel pela transmissdo de hemoparasitos como
Babesia spp. Ehrlichia canis, Anaplasma spp. e Hepatozoon canis responsaveis por causarem
a doenca do carrapato dos cées. As pulgas sdo hospedeiros intermediarios do cestoide
Dipylidium caninum e do nematoide Acanthocheilonema reconditum (BEUGNET; MARIE,
2009; CHOMEL; OTRANTO, 2012; SHAW et al., 2001). Estes dois parasitos tem sido
estudados como potenciais vetores para a transmissdo da leishmaniose visceral em cées
(COUTINHO et al., 2005; COUTINHO; LINARDI, 2007).

Atualmente, existem diversos produtos e associa¢fes disponiveis no mercado para o
controle de pulgas e carrapatos em cdes. O fipronil é uma molécula sintética da classe dos
fenilpirazoles com excelente atividade acaricida e inseticida. Seu mecanismo de acdo esta
associado ao bloqueio da passagem do anion cloreto nos neurdnios preé e pds-sinapticos levando
ao parasito a morte por hiperexcitacdo. Entretanto, o fipronil possui acdo somente nos
exemplares que estdo se alimentando no animal, ndo promovendo o controle das formas
evolutivas que estdo no ambiente, ndo prevenindo reinfestacbes (BONNEAU, et al., 2010;
CONSALVI, 1995; GUPTA; CADIERGUES, 2010; KUZNER et al., 2013; POSTAL,
JEANNIN; BONNEAU; 1995).

Partindo do principio que apenas 5% do total de parasitos estdo sobre o animal e que 0s
95% restantes estdo no ambiente em suas fases de vida ndo parasitaria ou realizando mudas,
torna-se importante a associacdo com produtos que possam realizar o controle dos parasitos
enquanto ndo estdo sobre os animais. Pensando nesta caracteristica, foram introduzidos na
década de 30, na agricultura, o uso de reguladores de crescimento de insetos. Estes farmacos
possuem pouca ou nenhuma atividade sobre as formas adultas, mas sdo essenciais no controle
das formas imaturas. Impedindo desta forma a ecdise dos estagios imaturos dos artropodes
(DANTAS-TORRES, 2008; RIDDIFORD, 1994; RUST, 2005; STAAL , 1975).

O piriproxifen ¢ um analogo do horménio julvenil que ndo é tdo frequentemente
utilizado no controle de ectoparasitos de cdes. Atualmente, esta disponivel para a utilizagdo em
cdes na associacdo com o dinotenfuran, permetrina e na formulacao “spot on”, associado a d-
fenotrina na formulacdo “spray” ou associado a ciflutirna na formulagdo aerossol para ser
aplicado em ambiente (BOUHSIRA et al., 2012; CORREIA et al., 2005; CORREIA et al., 2010;
HORAK; FOURIE; STANNECK, 2012). Atualmente, a associagdo de fipronil-piriproxifen
esta disponivel na formulagéo “spot-on” para o controle de pulgas e carrapatos em cdes e gatos
(DE MARI et al., 2016; NAVARRO et al., 2016).

Com isso, este estudo tem como o objetivo avaliar a eficacia de uma associacdo de
fipronil-piriproxifeno na formulagdo “spray” no controle do carrapato Rhipicephalus
sanguineus e da pulga Ctenocephalides felis felis em cées artificialmente infestados.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Aprovacado pelo Comité de Etica em Utilizagdo de Animais

O estudo teve aprovacio pelo Comité de Etica em Utilizacdo de Animais do Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Rural do Rio de Janeiro (CEUA-IV-UFRRJ) com
namero de protocolo nimero 1633231015. O certificado e a errata encontram-se em anexo
(Anexo A e Anexo B).

2.2 Selecdo e Manejo dos Caes

Os cédes utilizados neste estudo foram provenientes do canil do Laboratério de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), localizado no anexo | do
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Inicialmente foram
selecionados 20 cées da raca Beagle, machos e fémeas, com idade entre um e seis anos e peso
corporal entre 8,400 e 16,500 quilos. Todos os animais eram identificados com transponder
implantados no tecido subcutaneo.

Os animais apresentaram bom estado sanitario e nutricional e estavam devidamente
vermifugados e vacinados. Nenhum dos cées tinham sido tratados com nenhum medicamento
ectoparasiticida, por pelo menos, dois meses antes do inicio do estudo.

Durante o periodo experimental os cdes foram mantidos individualmente em baias
totalmente cobertas com parte delas tem telhas transparentes de forma a permitir a entrada de
raios solares. As baias apresentam as seguintes dimensd@es: altura de dois metros; largura de um
metro e cinquenta centimetros, comprimento de um metro e cinquenta centimetros. O canil foi
limpo todos os dias efetuando-se a retirada das fezes, e limpeza com jato de agua da superficie
do chdo. Uma vez por semana foi passada em todas as baias vassoura de fogo para manutencgéo
do ambiente isento de formas evolutivas de carrapatos. A alimentacdo durante este periodo foi
realizada através de comedouros, fornecida duas vezes ao dia. Durante o periodo experimental
o0s animais foram alimentados diariamente com 300g de ra¢do comercial para cdes adultos. A
agua foi fornecida em bebedouros apropriados a vontade.

2.3 InfestagOes

Nos dias em que ocorreram as infestagdes os animais foram desinfestados por meio da
remocdo mecanica de todos 0s ectoparasitos presentes. Os ectoparasitos utilizados foram
provenientes da colénia do LQEPV mantida a mais de uma década sem reintroducédo externa
de espécimes. As infestacOes foram realizadas com 100 exemplares de C. felis felis (50 machos
e 50 fémeas) e 50 exemplares de R. sanguineus (25 machos e 25 fémeas), todos ndo alimentados
e com idade de 14 dias. Apds a introducdo das pulgas e carrapatos abaixo do pelame do animal,
0 mesmo era contido por um periodo de cinco minutos para permitir a dispersédo e inicio da
fixacdo dos mesmos. Evitando, desta forma, que o proprio animal removesse 0s exemplares
prejudicando a avaliacdo do estudo. Os procedimentos descritos acima para as infestacoes
foram realizados posteriormente nos tempos dos dias -7, -2, +5, +12, +19, +23, +26, + 33, +40,
+47, +54, +61, +68 e +75.

2.4 Contagem de Ectoparasitos

As desinfestagdes para contagem do numero de pulgas vivas e de carrapatos Vvivos
fixados foi realizada a cada 48 horas ap0s a infestacdo, possuia como objetivos determinar a
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eficacia do produto testado. Inicialmente foi realizada a avaliacdo para carrapatos por meio da
inspecdo manual por todo o corpo do animal para a retirada de carrapatos adultos vivos e
fixados. Posteriormente os animais foram submetidos a avaliacdo através da metodologia
“comb test”. Os animais foram avaliados com o auxilio de um pente fino préprio para retirada
de pulgas, com aproximadamente 13 dentes por centimetro linear (MARCHIONDO et al.,
2013). Os procedimentos descritos acima para as avaliacdes foram realizados nos tempos dos
dias -5, +2, +7, +14, +21, +28, +35 e + 42 para carrapatos e seguiram nos dias +49, +56, +63,
+70 e +77 para pulgas.

2.5 Randomizacao

No dia — 7 todos os 20 animais foram desinfestados, removendo mecanicamente, todos
0s ectoparasitos presentes nos mesmos e em seguida, os animais foram infestados. No dia — 5
foi realizada a remocdo mecanica e contagem do numero de pulgas e carrapatos vivos
encontrados em cada animal. Para o ranqueamento foi constituido uma lista decrescente com
as contagens de carrapatos presentes nos animais. Foi efetuado um sorteio de cada animal do
mais parasitado para 0 menos parasitado, alocando-se um animal em cada grupo, e assim
sucessivamente até que se completou as seis repeticdes distribuidas em dois grupos
experimentais: controle e tratado.

2.6 Tratamento

Os seis cdes do grupo tratado foram submetidos a administracdo Unica pela via topica
(“spray”), do produto que continha fipronil-piriproxifen no dia 0. A dose utilizada for de 7,5
mg de fipronil e 4,44mg de piriproxifen/kg de peso corporal, equivalente a 4 jatos/kg.

A administracdo do produto foi realizada de forma a cobrir toda a pele e pelo dos animais,
sendo que a pulverizacdo foi realizada no sentido contrario do crescimento dos pelos e durante a
aplicacdo os pelos foram massageados com o auxilio de uma luva para que o produto atingisse a
pele do animal. Para administracdo na regido da cabeca, o produto foi administrado na luva do
aplicador e posteriormente esfregado na regido da face de forma a evitar os olhos. Os animais
pertencentes ao grupo controle ndo receberam qualquer tipo de tratamento.

2.7 Avaliacdo da Eficacia Adulticida
O calculo de eficécia foi realizado a partir do nimero médio de pulgas vivas e carrapatos

vivos e fixados encontrados no grupo controle (GC) e grupo tratado (GT) de acordo com as formulas
abaixo:

Eficacia Pulicida(%0) = 100 x (Média de Pulgas Vivas no GC - Média de Pulgas Vivas no GT)
/ (Média de Pulgas Recuperadas no GC)

Eficacia Carrapaticida(%) = 100 x (Média de Carrapatos Vivos e Fixados no GC - Médiade
Carrapatos Vivos e Fixados no GT) / (Média de Carrapatos Vivos e Fixados Recuperadas no
GC)

2.8 Andlise Estatistica
Na andlise estatistica do ensaio os numeros médios de pulgas adultas vivas e carrapatos
adultos vivos e fixados, foram submetidos a anélise estatistica para comparacao de valores de

médias. Inicialmente os dados das contagens de parasitos foram avaliados quanto a normalidade
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de distribuicdo atraves de Shapiro Wilk. Como os resultados ndo apresentaram distribuicédo
normal (ndo paramétricos) foram avaliados através do teste de Kruskal-Wallis. O nivel de
significancia considerado em todos os testes foi de 95% (p<0,05). As andlises estatisticas foram
realizadas pelo programa estatistico computacional livre Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2005).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de sexo, idade e peso e quantidade do produto administrado nos animais do
grupo tratado estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Numero de animais, sexo, idade, peso corporal, grupo e volume empregado da
formulagdo “spray” da associagao de fipronil-piriproxifen.

Grupo NUmero de Sexo Idade Peso* (KQ) Volume
Animais (meses) Empregado
(Jatos)
Controle 6 4M,2F 36 a 60 12,67*+1,31 ---
Tratado 6 4M,2F 24272 13,63*+3,24 58*+9

*Média Aritimética; M = macho; F= fémea; Kg = quilogramas

As contagens para R. sanguineus foi superior a 20% na avaliacdo pré-tratamento. A
média geomeétrica dos carrapatos vivos e fixados do grupo controle foi 23,65, enquanto no grupo
tratado foi de 23,78, ndo existindo diferenca estatistica entre as mesmas (p>0,05).

Os animais do grupo controle continuaram apresentando contagem alta durante todo o
estudo. As médias geométricas de carrapatos vivos e fixados foi de: dia 31,44; 35,67; 35,52;
34,79; 30,20; 24,49 e 27,57 para os dias +2, +7, +14, +21, +28, +35 e +42 respectivamente.

Considerando as médias geométricas de carrapatos vivos e fixados, o grupo tratado
apresentou os seguintes resultados: dia 1,52; 1,10; 2,52; 3,04; 2,61; 2,50 e 4,90 para os dias +2,
+7, +14, +21, +28, +35 e +42 respectivamente. Ao comparar estatisticamente as médias de
carrapatos fixos e vivos entre os grupos, foi detectada diferenca significativa (p<0,05) em todos
os dias experimentais apds o tratamento.

A eficécia carrapaticida da associacgdo testada foi de: 95,16%; 96,92%; 92,89%; 91,26%;
91,34%; 89,78% e 82,22% para os dias +2, +7, +14, +21, +28, +35 e +42 respectivamente. As
contagens de carrapatos detalhada por cada animal nos dias experimentais encontram-se em
anexo (Anexo C).As médias das contagens de carrapatos vivos e fixados encontrada nos cées
do grupo controle e tratado apds o tratamento e eficacia estdo demonstradas na Tabela 2 e Figura
3.

Tabela 2. Média geométrica da contagem de carrapatos (Rhipicephalus sanguineus) vivos e
fixados nos cées do grupo controle e tratados e eficacia da formulacao “spray” contendo fipronil
associado ao piriproxifen.

Dia Experimental Grupo Controle Grupo Tratado Eficacia
Média* Média*
+2 31,442+10,83 1,52°+2,12 95,16%
+7 35,67%+3,89 1,10°+4,08 96,92%
+14 35,52%+10,12 2,52°+2 87 92,89%
+21 34,79°+8,40 3,04°+3,82 91,26%
+28 30,20%+10,28 2,61°+1,57 91,34%
+35 24,49%+4,95 2,50°+2,69 89,78%
+42 25,57%+3,15 4,90°+3,41 82,22%

*Média Geométrica; Letras iguais dentro da mesma coluna, valor de p>0,05 (ndo ha diferenca estatistica); Letras
diferentes entre as colunas , p-value < 0,05 (ha diferenca estatistica)
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Figura 3. Eficacia geométrica para o carrapato (Rhipicephalus sanguineus) associagdo de
fipronil piriproxifen na formulagdo “spray”.

O fipronil utilizado isoladamente, pela via topica e formulacdo “spot on”, mostrou
possuir eficacia carrapaticida semelhante com as encontradas por este estudo, superior a 90%
durante 28 dias (KUZNER et al., 2013). Da mesmo forma, estudos utilizando a associa¢io
fipronil-(S)-metoprene e a associagao fipronil-(S)-metoprene-amitraz, em formulagéo “spot on”
também apresentaram eficacia semelhantes pelo mesmo periodo de tempo das encontradas
neste estudo ((MCCALL et al., 2004; OTRANTO et al.,, 2005; BRIANT et al., 2010;
BAGGOTT etal., 2011; HORAK; FOURIE; STANNECK, 2012).

Apesar de formulagdes “sprays” possuirem baixo efeito residual e, em teoria, possuirem
efic4cia persistente por um tempo menor quando comparado a formulacdes “spot on” (GRAF
et al., 2004; PATON; WALKER, 1988; PAYNE et al., 2001). A formulacdo avaliada neste
estudo apresentou excelente niveis de eficacia por 28 dias, evidenciando que possui efeito
residual semelhante a formulagdes “spot on”.

Na avaliacdo da eficacia pulicida, todos os caes apresentaram contagem média de pulgas
acima a 25% na avaliacdo realizada pré-tratamento. A média geométrica no grupo controle foi
de 32,93 e no grupo tratado foi de 34,71 e ndo apresentaram diferenga estatistica entre 0s grupos
(p>0,05).

Os animais do grupo controle permaneceram com a contagem alta durante todo o estudo.
A média geométrica apresentou os seguintes valores de pulgas vivas: dia 24,91; 27,33; 28,82;
36,38; 32,93; 31,79; 39,11; 45,20, 42,03; 41,91;42,83 e 43,23 para os dias +2, +7, +14, +21,
+28, +35, +42, +49, +56, +63, +70 e +77 respectivamente.

As médias geométricas de pulgas vivas, o grupo tratado apresentou 0s seguintes
resultados: zero; zero; 0,10; 0,35; 2,49; 1,46; 0,74; 1,37; 1,89; 3,63; 6,70 e 9,47 respectivamente
para 0s mesmos dias citados acima. Ao comparar estatisticamente as médias de pulgas vivas
entre os dois grupos (controle e tratado), foi detectada diferenca significativa (p<0,05) para
todos os dias experimentais ap0s o tratamento.

Considerando a média geométrica, a eficacia pulicida de: 100%; 100%; 99,64%;
99,05%; 92,44%; 95,42%; 98,11%; 96,97%; 95,51%; 91,35%; 84,36% e 78,08 % para os dias
+2, +7, +14, +21, +28, +35, +42, +49, +56, +63, +70 e +77 respectivamente. As contagens de
pulgas detalhada por cada animal nos dias experimentais encontram-se em anexo (Anexo D).
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As médias das contagens de pulgas vivas encontrada nos caes do grupo controle e tratado ap0s
o0 tratamento esta demonstrada na Tabela 3 e Figura 4.

Tabela 3. Média geométrica da contagem de pulgas (Ctenocephalides felis felis) vivas nos caes
do grupo controle e tratados e eficacia da formulacao “spray” contendo fipronil associado ao
piriproxifen.

Dia Experimental Grupo Controle Grupo Tratado Eficacia
Média* Média*

+2 24,9147 65 0°+0 100%
+7 27,33%+14,35 0°+0 100%
+14 28,822+20,85 0,1°+0,38 99,64%
+21 36,38%+16,22 0,35°+1,13 99,05%
+28 32,93%+13,30 2,49°+1 86 92,44%
+35 31,79%+11,07 1,46°+1,91 95,42%
+42 39,112+14,90 0,74°+1,15 98,11%
+49 45,20%+8,73 1,37°+2,24 96,97%
+56 42,03%+7,70 1,89°+2 43 95,51%
+63 41,91%+6,18 3,63°+2,41 91,35%
+70 42,83%+7,11 6,70°+3,25 83,36%
+77 43,23%+9,70 9,47°+3,13 78,08%

*Meédia Geométrica; Letras iguais dentro da mesma coluna, valor de p>0,05 (ndo ha diferenca estatistica); Letras
diferentes entre as colunas , p-value < 0,05 (ha diferenca estatistica)
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Dias Experimentais

Figura 4. Eficacia geométrica para a pulga (Ctenocephalides felis felis) da associacdo de
fipronil-piriproxifen na formulagdo “spray”.

De acordo com Marchiondo et. al. (2013), os niveis de eficacia para pulgas devem ser
iguais ou superiores a 90%. Com base neste parametro a associacdo testada foi eficaz no
controle de C. felis felis por até 63 dias apds o tratamento, considerando como base dos calculos
as médias geométricas.

Postal, Jeannin e Consalvi (1995) mostraram em seu estudo que o fipronil a 0.25%
quando administrado pela via topica “spray” foi eficaz no controle de C. felis felis em cées e
gatos por um periodo de 60 dias, semelhante aos resultados obtidos neste estudo. De forma
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semelhante, mostraram que a formula¢do “spot on” contendo fipronil 10% foi de superior a
90% por 35 dias (YOUNG; JEANNIN; BOECKH, 2004) e 58 dias ap6s o tratamento
(KUZNER et al., 2013).

Os resultados obtidos foram semelhantes a outros estudos realizados em que utilizaram
o fipronil de forma isolada ou em associacgéo fipronil-(S)-metopreno na formulagéo “spot on”.
A eficécia nestes estudos ficaram préxima ao 100% durante 60 dias (MCCALL et al., 2004;
HORAK; FOURIE; STANNECK, 2012).

Né&o foi observado aumento da eficacia pulicida pelo sinergismo pela associacdo do
fipronil-piriproxifen. A eficacia pulicida demontrada neste estudo foi oriundo da acdo do
fipronil. Meola et al. (2001) demonstraram que o piriproxifen também pode ter um potencial
adulticida a longo prazo, eliminando as pulgas por impedir delas se alimentarem, tal efeito s6
foi observado a partir de exposigéo constante ao piriproxifen por 10 dias.

A associacdo do fipronil-piriproxifen na formulagdo “spray” apresentou excelente
eficacia para o controle do carrapato R. sanguineus e da pulga C. felis felis em cées
artificialmente infestados.
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CAPITULO 1

EFICACIA “SPEED OF KILL” DA ASSOCIACAO DE FIPRONIL-PIRIPROXIFEN
NA FORMULACAO “SPRAY” SOBRE Ctenocephalides felis felis E Rhipicephalus
sanguineus senso latu EM CAES ARTIFICIALMENTE INFESTADOS
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RESUMO

Carrapatos e pulgas séo ectoparasitos de cées e gatos mais frequente em todo mundo. Causam
irritacdo e espoliacdo aos hospedeiros, levam ao desenvolvimento de quadros alérgicos, alem
de serem resposaveis pela transmissdo de diversos agentes patogénicos. Bons ectoparasiticidas
séo aqueles capazes de eliminarrapidamente os parasitos presentes no animal, previnindo desta
forma a transmisséo de patdgenos e reduzindo a exposicao de cées e gatos a alérgenos presentes
na saliva destes parasitos. O fipronil possui uma acao “speed of kill” de oito a 12 horas para
pulgas e de 24 a 48 horas para carrapatos. O objetivo deste trabalho foi avalaiar a eficacia “speed
of kill” de uma associacao de fipronil-piriproxifen sobre o carrapato R. sanguineus e a pulga C.
felis felis em cées artificialmente infestados. Para o estudo foram selecionados 36 cées, da raga
beagle, com idade entre dois a cinco anos e peso de 9,250 e 15,950 quilos, divididos em seis
grupos experimentais: grupo controle e tratado avaliado duas horas apds tratamento /
avaliac@es; . grupo controle e tratado avaliado quatro horas ap0ds tratamento; e grupo controle e
tratado avaliado 24 horas ap6s tratamento Os cdes foram infestados nos dias -2, +5, +12, +19 e
+26 com 100 exemplares de C. felis felis e 50 de R.sanguineus. As avalia¢des foram realizadas
nos tempos de duas, quatro e 24 horas apds o tratamento e infestacdo por um periodo de 28
dias. As datas de contagem dos parasitos para a determinacao da eficacia foi no dia experimental
0, +1, +7, +8, +14, +15, +21, e+22 e seguiu para os dias +28, +29 para a avaliacdo de C. felis
felis. Os resultados de eficacia carrapaticida foram: para o grupo avaliado duas horas ap6s
tratamentos/infestacdes 37,64%; 18,95%; 36,94% e 25,74% para os dias zero, +7, +14 e +21
respectivametne; para o grupo avaliado quatro horas apds tratamentos/infestacdes 44,61%;
40,37%, 4,88% e 2,37% para 0s mesmos dias experimentais citados anteriormente; e para 0s
animais avaliados 24 horas ap6s tratamentos/infestacGes 86,55%; 77,24%; 80,04% e 70,93%
para os dias +1, +8, +15 e +22 respectivamente. Ja os resultados da eficacia pulicida foram:
para o grupo avaliado duas horas apds tratamentos/infestacdes 77,82%; 0; 99,12% 7; 83,76% ;
84,39% 79,42% para os dias zero,+7, +14, +21 e +28 respectivamente; para o grupo avaliado
quatro horas apds tratamentos/infestaces 91,75%; 98,71%; 98,35%; 88,51% e 85,39% para 0s
dias zero, +7, +14, +21 e 28 respectivamente; e para os animais avaliados 24 horas apds
tratamentos/infestacdes 98,77%; 97,86%; 98,34%; 95,45% e 98,17% para os dias +1, +8, +15,
+22 e +29. A associagdo de fipronil com piriproxifen ndo apresentou boa eficacia “speed of
kill” para o carrapato R. sanguineus. No entanto, apresentou excelente eficacia para o rapido
controle da pulga C. felis felis.

Palavras-chaves: controle; pulgas; carrapatos
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ABSTRACT

Ticks and fleas are ectopaasites of dogs and cats more frequent all over the world. They cause
irritation and spoliation to the hosts, lead to the development of allergic conditions, besides
being responsible for the transmission of several pathogens. Ectoparasiticides should be able to
rapidly eliminate the parasites present in the animal, thus preventing the transmission of
pathogens and reducing the exposure of dogs and cats to the allergens present in the saliva of
these parasites. Fipronil has a speed of kill action of eight to 12 hours for fleas and 24 to 48
hours for ticks. The objective of this work was to evaluate the speed of kill of a combination of
fipronil-pyriproxyfen on the R. sanguineus tick and the C. felis felis flea on artificially infested
dogs. For the study, 36 beagle dogs, aged between two and five years and weighing 9,250 and
15,950 kg, were divided in six experimental groups: control group and treated two hours after
treatment / evaluations; . control and treated group evaluated four hours after treatment; and
control and treated group evaluated 24 hours after treatment Dogs were infested on days -2, +5,
+12, +19 and +26 with 100 specimens of C. felis felis and 50 of R.sanguineus. Evaluations were
performed at two, four and 24 hours post treatment and infestation for a period of 28 days. The
counting dates of the parasites for the determination of efficacy were on the experimental day
0, +1, +7, +8, +14, +15, +21, and +22 and followed for days +28, +29 for evaluation of C. felis
felis. The results of carrapatient efficacy were: for the group evaluated two hours after
treatments / infestations 37.64%; 18.95%; 36.94% and 25.74% for days zero, +7, +14 and +21
respectively; for the group evaluated four hours after treatments / infestations 44.61%; 40.37%,
4.88% and 2.37% for the same experimental days as mentioned above; and for animals
evaluated 24 hours after treatments / infestations 86.55%; 77.24%; 80.04% and 70.93% for days
+1, +8, +15 and +22 respectively. The results of pulicidal efficacy were: for the group evaluated
two hours after treatments / infestations 77.82%; 0; 99.12%; 83.76%; 84.39% 79.42% for days
zero, + 7, +14, +21 and +28 respectively; for the group evaluated four hours after treatments /
infestations 91.75%; 98.71%; 98.35%; 88.51% and 85.39% for days zero, +7, +14, +21 and 28
respectively; and for animals evaluated 24 hours after treatments / infestations 98.77%; 97.86%;
98.34%; 95.45% and 98.17% for days +1, +8, +15, +22 and +29. The association of fipronil
with pyriproxyfen did not show good "speed of kill" efficacy for the R. sanguineus tick.
However, it showed excellent efficacy for the rapid control of the C. felis felis flea.

Keywords: control; fleas; ticks
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1 INTRODUCAO

Pulgas e carrapatos sdo ectoparasitos que causam incomodo a animais de companhia e
seus tutores. Além do desconforto, sdo responsaveis pela transmissdo de diversos agentes
patogénicos, causam irritacdo, anemia, e podem provocar 0 quadro de dermatite alérgica a
presenca de ectoparasitos (DANTAS-TORRES, 2008; PATTERSON, 2015).

Entre os patdgenos transmitidos por carrapatos no Brasil podemos citar: Babesia spp.,
Rangelia vitalli, Ehrlichia canis, Anaplasma spp., Ricketisia spp., Leishmania chagasi e
Hepatozoon canis, Mycoplasma haemocanis (COUTINHO et al., 2005; GROVES et al., 1975;
LORETTI; BARRQOS, 2005; NORDGREN; CRAIG, 1984; PARKER; PHILIP; JELLISON,
1933; REGENDANZ; MUNIZ, 1936; SEN et al., 1933; SIMPSON et al., 1991). As pulgas do
género Ctenocephalides estdo associadas a transmissdo de hemoparasitos como Rickettsia spp.,
Bartonella hanselae, Mycoplasma spp. Leishmania chagasi (GEHRKE et al., 2009; HORNOK,
2010; MEXAS; HANCOCK; BREITSCHWERDT, 2002). Sdo também considerados
hospedeiros intermediarios de helmintos como: Dipylidium caninum e Acanthocheilonema
reconditum (JEFFERIES, 2004; NELSON , 1962; PUGH, 1987; IRWIN; TRAVERSA, 2013).

Bons produtos ectoparasiticidas sdo aqueles capazes de eliminar os parasitos presentes
no animais e controlar os instares imaturos presentes no ambiente. Os IGR s&o excelentes para
o controle ambiental de ectoparasitos, no entanto, ndo sdo capazes, isoladamente, de realizar o
controle eficiente das formas adultas presentes no animal (DRYDEN, 2014; SCHENKER et
al., 2003).

O fipronil é um ectoparasiticida pertencente ao grupo dos fenilpirazoles com excelente
eficicia adulticida para acaros e insetos, especialmente R. sanguineus e C. felis felis. Contudo,
ndo possui acdo repelente, sendo comum encontrar sobre o animal pulgas e carrapatos
recentemente alimentados que ainda ndo morreram (BAGGOTT et al., 2011; BRIANT et al.,
2010; HORAK; FOURIE; STANNECK, 2012; KUZNER et al., 2013 MCCALL et al., 2004;;
OTRANTO et al., 2005; POSTAL; JEANNIN; CONSALVI, 1995; YOUNG; JEANNIN;
BOECKH, 2004).

A eficécia “speed of kill” do fipronil ja foi demonstrada isoladamente ou em associacao
com outros ectoparasiticidas possuindo em média uma eficécia para eliminacdo dos exemplares
de pulgas adultas entre oito e 12 horas e para carrapatos em média de 24 a 48 horas. Contudo,
ndo existem registros na literatura se a associacdo do fipronil-piriproxifen possa reduzir o tempo
de eliminacdo deste parasitos (BRIANTI et al., 2010; CRUTHERS et al., 2001; FRANC;
BEUGNET, 2008; FOURIE et al., 2011; SCHENKER et al., 2003).

A determinagdo do “speed of kill” de um produto ectoparasiticida ¢ importante no
controle de carrapatos e pulgas, uma vez que quanto mais rapido o produto elimina estes
parasitos, maior a chance de interromper seu ciclo de vida e impedir a infestacdo do ambiente
e reinfestacdes dos animais e tutores (CRUTHERS et al., 2001; DRYDEN, 2014).

Além disso, animais com DAPE se beneficiam de uma rapida eliminacdo do parasito,
expondo-0s a um menor tempo aos antigenos salivares dos parasitos. Produtos que agem de
maneira rapida também auxiliam na prevencdo da transmissao de agentes patogénicos como
Babesia spp. Ehrlichia canis, Anaplasma spp. tendo em vista que estes patdgenos precisam que
os carrapatos fiqguem fixados no hospedeiro por um longo periodo de tempo (DRYDEN, 2014;
DRYDEN; PAYNE, 2004; PATTERSON, 2015).

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avalaiar a eficacia de uma nova formulagao
“spray” contendo a associacao de fipronil e piriproxifen frente a pulga C. felis felis e o carrapato
R. sanguineus nos tempos de duas, quatro e 24 horas.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Aprovacado pelo Comité de Etica em Utilizagdo de Animais

O estudo teve aprovacdo pelo CEUA-IV-UFRRJ com numero de protocolo
8907151016. O mesmo encontra-se em anexo (Anexo E)

2.2 Selecéo e Manejo dos Caes

Os caes utilizados neste estudo pertenciam ao canil do LQEPYV pertencente ao anexo |
do IV da UFRRJ. Foram selecionados 36 cdes da raca Beagle, 24 machos e 12 fémeas, com
idade entre um e cinco anos e peso corporal entre 9,250 e 15,950 kg. Todos 0s animais eram
identificados com transponder implantados no tecido subcutaneo.

Os animais apresentaram bom estado sanitario e nutricional e estavam devidamente
vermifugados e vacinados. Nenhum dos cées tinham sido tratados com nenhum medicamento
ectoparasiticida, por pelo menos, dois meses antes do inicio do estudo.

Durante o periodo experimental os cdes foram mantidos individualmente em baias
totalmente cobertas com parte delas tem telhas transparentes de forma a permitir a entrada de
raios solares. As baias apresentam as seguintes dimensdes: altura 2,00 m; largura 1,50 m;
comprimento 1,50 m. O canil foi limpo todos os dias efetuando-se a retirada das fezes, e limpeza
com jato de &gua da superficie do chdo. Uma vez por semana foi passada em todas as baias
vassoura de fogo para manutencdo do ambiente isento de formas evolutivas de carrapatos. A
alimentacdo durante este periodo foi realizada através de comedouros, fornecida duas vezes ao
dia. Durante o periodo experimental os animais foram alimentados diariamente com 3009 de
racdo comercial para cdes adultos. A agua foi fornecida em bebedouros apropriados a vontade.

2.2 Randomizacéo

No dia -7, todos os 36 animais foram desinfestados, removendo mecanicamente, todos
0S ectoparasitos presentes nos mesmos e em seguida, os animais eram infestados. No dia — 5
foi realizada a remocdo mecanica e contagem do numero de pulgas e carrapatos Vvivos
encontrados em cada animal. Para o ranqueamento foi constituido uma lista decrescente com
as contagens de carrapatos presentes nos animais. Foi efetuado um sorteio de cada animal do
mais parasitado para 0 menos parasitado, alocando-se um animal em cada grupo, e assim
sucessivamente até que se completou as seis repeticdes distribuidas em seis grupos
experimentais distribuidos da seguinte maneira: 12 animais avaliados 2h apds tratamento e
infestacbes(GC-2h e GT-2h), 12 animais avaliados 4h apds tratamento e infestacdes(GC-4h e
GT-4h), 12 animais avaliados 24h apds tratamento e infestacdes(GC-24h e GT-24h).

2.3 InfestacOes

Nos dias em que ocorreram as infestagdes os animais eram desinfestados por meio da
remocdo mecanica de todos os ectoparasitos presentes. Os ectoparasitos utilizados eram
provenientes da colonia do LQEPV mantida a mais de uma década sem reintroducéo externa
de espécimes. As infestagfes foram realizadas com 100 exemplares de C. felis felis (50 machos
e 50 fémeas) e 50 exemplares de R. sanguineus (25 machos e 25 fémeas), todos ndo alimentados
e com idade de 14 dias. Ap6s a introducéo das pulgas e carrapatos abaixo do pelame do animal,
0 mesmo era contido por um periodo de cinco minutos para permitir a dispersédo e inicio da
fixacdo dos mesmos. Evitando, desta forma, que o proprio animal removesse 0s exemplares
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prejudicando a avaliacdo do teste. Os procedimentos descritos acima para as infestagdes foram
realizados posteriormente nos tempos dos dias -2, +7, +14, +21 e +28.

2.4 Contagem de Ectoparasitos

As desinfestacfes para contagem do numero de pulgas vivas e de carrapatos vivos
fixados era realizada a cada 48 horas ap6s o tratamento/infestagdo, possuia como objetivos
determinar a eficacia do produto. Inicialmente foi realizada a avaliacdo para carrapatos atraves
da inspecdo manual por todo o corpo do animal de forma a inspeciona-la para a presenca e
remocdo de carrapatos adultos vivos e fixados. Posteriormente os animais foram submetidos a
avaliagdo através da metodologia “comb test”. Os animais foram avaliados com o auxilio de
um pente fino proprio para retirada de pulgas, com aproximadamente 13 dentes por centimetro
linear (MARCHIONDO et al., 2013). Os procedimentos descritos acima para as avaliagoes
foram realizados nos tempos dos dias -5, 0, +7, +8, +14, +15 +21, +22, +28 e +29.

2.5 Tratamento

Os 18 cédes do grupo tratado foram submetidos a administracdo Unica pela via topica
(“spray”), do produto que continha fipronil-piriproxifen no dia 0. A dose utilizada for de 7,5
mg de fipronil e 4,44 de piriproxifen/kg de peso corpdreo, equivalente a 4 jatos/kg de peso
corpéreo.

A administracdo do produto foi realizada de forma a cobrir toda a pele e pelo dos animais,
sendo que a pulverizacédo foi realizada no sentido contrario do crescimento dos pelos e durante a
aplicagdo os pelos foram massageados com o auxilio de uma luva para que o produto atingisse a
pele do aplicador. Para administracdo na regido da cabeca, o produto foi administrado na luva do
aplicador e posteriormente esfregado na regido da face de forma a proteger os olhos. Os animais
pertencentes ao grupo controle ndo receberam qualquer tipo de tratamento.

2.6 Avaliacao da Eficacia
O célculo de eficacia para cada periodo de tempo avaliado (duas, quatro e 24 horas) foi

realizado a partir do nimero médio de pulgas vivas e carrapatos vivos e fixados encontrados no
GC e GT de acordo com as formulas abaixo:

Eficacia Pulicida (%)= 100 x (N° de Pulgas Vivas no GC-N° de Pulgas Vivas no GT)/(N° de
Pulgas Recuperadas no GC)

Eicacia Carrapaticida (%)= 100 x (N° de Carrapatos Vivos e Fixados no GC-N° de Carrapatos
Vivos e Fixados no GT)/(N° de Carrapatos Vivos e Fixados Recuperadas no GC)

2.7 Andlise Estatistica
A analise estatistica foi realizada pelo programa estatistico computacional BioStat 5.0.
Inicialmente foi realizada a avaliagdo da normalidade dos dados Shapiro-Wilk. Como os dados

ndo apresentarem distribuicdo normal (ndo paramétricos) o teste empregado foi o de Kruskal
Wallis, e o nivel de significancia considerado foi de p<0,05 (95%) (AYRES et al., 2005).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de sexo, idade e peso e quantidade do produto administrado nos animais do
grupo tratado estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4. Nimero de animais, sexo, idade, peso corporal, grupo e volume empregado da
formulagdo “spray” da associagao de fipronil-piriproxifen.

Grupo Tempo NUmero Sexo Idade Peso* (Kg) Volume
de de (meses) Empregado*
Avaliacdo  Animais (Jatos)
Controle 2 horas 6 4M,2F 24-60  12,11+2,28 ---
Tratado 6 4M,2F 24 - 60 12.75+£1,37 50,745,5
Controle 4 horas 6 4M,2F 24-60  11,61+1,46 ---
Tratado 6 4M,2F 48 -60  12,27+2,42 48,5+9,5
Controle 24 horas 6 4M,2F 24-60  12,63%0,79 ---

Tratado 6 4M,2F 48 - 60 13,56+1,80 53,816,6
*Média Aritimética; M = macho; F= fémea; Kg = quilogramas

Para os cdes avaliados duas horas ap6s tratamentos/infestagdes as médias geométricas
das contagens de R. sanguineus para o grupo controle foram: 20,17 para o dia -5; 24,20 para o
dia; 39,40 para o dia 7; 35,02 para o dia 14; e 39,30 para o dia 21. Para o grupo tratado foram:
20,10 para o dia -5; 15,09 para o dia 0; 31,93 para o dia 7; 22,08 para o dia 14 e 29,18 para o
dia 21. As eficacias obtidas foram: 37,64% para o dia 0; 18,95% para o dia +7; 36,94% para o
dia +14 e 25,74% para o dia +21.

Para os animais avaliados quatro horas apds tratamentos/infestacdes as médias
geomeétricas das contagens de R. sanguineus para o grupo controle foram: 17,75 para o dia -5;
30,05 para o dia 0; 41,85 para o dia 7; 34,78 para o dia 14 e 36,89 para o dia 21. Por outro lado,
as médias do grupo tratado foram 18,56 para o dia -5; 16,64 para o dia 0; 24,96 para o dia 7;
33,08 para o dia 14 e 36,02 para o dia 21. A eficacia obtida com as médias geométrica foram:
44,61% para o dia 0; 40,37% para o dia +7; 4,88% para o dia +14 e 2,37% para o dia +21.

Para os animais avaliados 24 horas ap0s tratamentos/infestacdes as médias geométricas
das contagens de R. sanguineus para o grupo controle foram: 16,67 para o dia -5; 23,70 para o
dia 1; 25,10 para o dia 8; 19,27 para o dia 15 e 35,56 para o dia 22. Para o grupo tratado, as
médias foram 18,46 para o dia -5; 3,19 parao dia 1; 5,71 para o dia 8; 3,85 parao dia 15 e 10,34
para o dia 22. A eficacia obtida com as médias geométrica foram: 86,55% para o dia 1; 77,24%
para o dia +8; 80,04% para o dia +15 e 70,93% para o dia +22.

As médias geométricas dos grupos grupos controles e tratados durante o estudo estdo
descritas na Tabela 5 e Figura 5. Os resultados das contagens de carrapatos individuais em cada
animal do estudo estdo no Anexo F.
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Tabela 5. Média geométrica da contagem de carrapatos (Rhipicephalus sanguineus) vivos e
fixados nos caes do grupo controle e tratados e eficadcia da formulacao “spray” contendo
fipronil-piriproxifen nas avalia¢fes de duas, quatro e 24 horas ap0s tratamento/infestagdes.

Dia Experimental Grupo Controle  Grupo Tratado Eficacia (%)
Média* Média*

+ 2 horas 20,17%+13,93 21,43%+9,46 -
-5 + 4 horas 17,75%+7,77 17,94°+10,63 -
+ 24 horas 16,67%+8,37 19,06%+9,50 -

+ 2 horas 24,20%+4,28 21,53?+10,63 11,03

0 + 4 horas 30,05°+7,78 14,57°+9,47 51,51

+ 24 horas 23,70°£6,28 6,02°+2,42 74,58

+ 2 horas 39,40%+6,59 23,41%+5,54 40,57

+7 + 4 horas 41,85%6,83 25,80°+10,90 38,35

+ 24 horas 25,10%+5,01 22,79%45,61 9,21

+ 2 horas 35,02%+£8,90 23,41%+11,61 25,36

+14 + 4 horas 34,78%+8,04 28,19%+9,17 18,94
+ 24 horas 19,27+11,29 21,46%+11,57 0

+ 2 horas 39,30%+1,86 31,10°+7,54 20,85

+21 + 4 horas 36,89%+5,00 36,0%+6,44 2,40

+ 24 horas 35,36%+6,20 30,36%+15,20 14,06

*Média Geométrica; Letras iguais dentro da mesma coluna, p-value >0,05 (ndo ha diferenca estatistica); Letras

diferentes entre as colunas , p-value < 0,05 (ha diferenca estatistica).
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Figura 5. Eficacia geométrica para o carrapato (Rhipicephalus sanguineus) associacdo de
fipronil piriproxifen na formulagdo “spray” nas avaliacdes de duas, quatro e 24 horas apds
tratamento/infestacoes.

E possivel observar com os resultados de eficacia descrito na Tabela 5 que nenhum dos
tempos avaliados a associacdo com fipronil-piriproxifen apresentou eficacia superior a 90%,
conforme determinado por Marchiondo et al. (2013). Isso mostra que o produto testado ndo
apresenta eficacia para eliminagdo dos carrapatos nos animais em até 24 horas. E importante
ressaltar que a é eficacia crescente entre 0s momentos experimentais avaliados e com base nos resultados
obtidos no capitulo anterior, é possivel afirmar que a formulagdo testada é capaz de eliminar R.
sanguineus com 48 horas. Os resultados demonstrados neste estudo séo diferentes dos
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apresentados na literatura, que mostraram que o fipronil sozinho ou associado a outros ativos,
como (S)-metoprene ou amitraz, apresenta eficicia satisfatoria para a eliminacdo do R.
sanguineus em um periodo de 24 & 48 horas (CRUTHERS et al., 2001; BAGGOTT et al.,
2011; BEUGNET, 2008; BRIANT et al., 2010; HORAK; FOURIE; STANNECK, 2012;
KUZNER et al., 2013; MCCALL et al., 2004; SCHENKER et al., 2003). Carrapatos necessitam
de maior tempo de exposicao a ectoparasiticida quando comparados aos insetos, fazendo com
que a eficacia “speed of kill” seja mais demorada (DANTAS-TORRES, 2010).

Todos os cdes inclusos no estudo apresentaram contagem de pulgas superior a 25% na
avaliacdo pré-tratamento. Para o0s animais avaliados com duas horas ap6s o
tratamento/infestacdes as médias geométricas das contagens de C. felis felis para o grupo
controle foram: 61,25; 40,59; 55,07; 41,33; 49,08 e 48,36. Enquanto o grupo tratado os
resultados das médias geométricas foram 80,67; 9,50; 0,50; 7,33; 7,83 10,67 para os dias -5,
0, +7, +14, +21 e + 28. A eficéacia obtida com as médias geométrica foram: 91,26%; 99,53%;
88,45%; 85,70%; 85,53 para os dias 0, +7, +14, +21 e +28, respectivamente.

Os cées que foram avaliados com quatro horas ap0s o tratamento/infestacfes as médias
geométricas para o grupo controle foram: 56,16; 59,68; 45,52; 21,09; 47,99 e 44,33. Para 0
grupo tratado para o grupo tratado foram: 64,38; 4,92; 0,59; 0,35; 5,51 e 6,47 para os dias -5,
0, +7, +14, +21 e + 28. A eficécia obtida com as médias geométrica foram: 91,75%, 98,71%,
98,35% 88,51%, 85,39% para os dias 0, +7, +14, +21 e +28, respectivamente.

Na avaliacdo dos animais com 24 horas apds o tratamento/infestacfes as medias
geomeétricas para o grupo controle foram: 55,44; 28,35; 23,98; 24,95; 34,91 e 42,61. As médias
geométricas do grupo tratado foram: 57,60; 0,35; 0,51; 0,41; 1,59 e 0,78 para os dias -5, +1,
+8, +15, +22 e +29 respectivamente. A eficicia obtida com as médias geométrica foram:
98,77%, 97,86%, 98,34%, 95,45% e 98,17% para os dias +1, +8, +15, +22 e +29,
respectivamente. As médias geométricas e eficacia dos grupos controle e tratado estdo
ilustradas na Tabela 6 e Figura 6. Os resultados detalhados da contagem de pulgas individual
nos animais do estudo estdo no Anexo G.

Tabela 6. Média geométrica da contagem de pulgas (Ctenocephalides felis felis) vivas nos caes
do grupo controle e tratados ¢ eficacia da formulagdo “spray” contendo fipronil-piriproxifen
nas avaliacBes de duas, quatro e 24 horas apds tratamento/infestacoes.

Dia Experimental Grupo Controle Grupo Tratado Eficécia (%)
Média* Média*
+ 2 horas 61,65%+19,84 80,32%+8,43
-5 + 4 horas 56,162+23,81 63,38%£19,17
+ 24 horas 55,44°+15,69 57,60%£21,07 -
+ 2 horas 40,59°+15,65 3,55"+17,48 91,26
0 + 4 horas 59,682+22,80 4,92°+6,12 91,75
+ 24 horas 28,35%+10,15 0,35"+0,84 98,77
+ 2 horas 55,07%+15,45 0,26°+1,22 99,53
+7 + 4 horas 45,522+18,05 0,59°+2,80 98,71
+ 24 horas 23,98%+3,54 0,51°+0,82 97,86
+ 2 horas 41,332+20,06 4,77°+7,06 88,45
+14 + 4 horas 21,092+12,73 0,35"+0,84 98,35
+ 24 horas 24,95%+3,76 0,41°+2,86 98,34
+ 2 horas 49,08%+11,77 7,02°+4,26 85,70
+21 + 4 horas 48,992+9,97 5,51°+4,72 88,51
+ 24 horas 34,912+4,75 1,59°+3,44 95,45
+ 2 horas 48,36%+20,68 4,10°+12,93 85,53
+28 + 4 horas 44,332+28,57 6,47°+6,83 85,39
+ 24 horas 42,61%+16,59 0,78°+2,74 98,17

*Média Geométrica; Letras iguais dentro da mesma coluna, p-value>0,05 (ndo ha diferenca estatistica); Letras
diferentes entre as colunas , p-value < 0,05 (ha diferenca estatistica)
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Figura 6. Eficacia geométrica para a pulga (Ctenocephalides felis felis) associagdo de fipronil
piriproxifen na formulacdo “spray” nas avalia¢des de duas, quatro e 24 horas apds
tratamento/infestagdes.

Tendo em vista que um bom produto adulticida deve apresentar eficacia superior a 90%,
conforme descrito por Marchiondo et al. (2013). E possivel notar, com base na tabela acima,
que a associacgdo testada apresentou excelente eficacia para eliminacéo das pulgas adultas nos
caes. Durante 7 dias ap6s o tratamento, o produto foi capaz de eliminar as pulgas adultas em
um periodo de duas horas. Até 14 dias foi capaz de eliminar as pulgas adultas em um periodo
de 24 horas. A partir deste dia, a eliminacdo foi eficaz no periodo de 24 horas durante 28 dias.

Os resultados obtidos foi semelhante aos descritos por outros autores onde a agéo “speed
of kill” para C. felis felis para o fipronil administrado pela via topica (“spot on”) foi determinada
para um tempo de 6 a 12 horas apds o tratamento (BAGGOTT etal., 2011; HORAK; FOURIE;
STANNECK, 2012; YOUNG; JEANNIN; BOECKH, 2004).

De acordo com Patterson, (2015) um bom produto para o controle de pulgas e carrapatos
é aquele que consegue eliminar os parasitos dos animais de forma rapida, evitando a exposi¢do
por tempo prolongado, prevenindo assim, a transmissdo de agentes patogénicos e exposi¢do aos
antigenos salivares deste artropodes e prevenindo o desenvolvimento de quadros alérgicos
como a DAPE.

Apesar da associacao do fipronil e piriproxifen ndo ter apresentado uma boa agéo “speed
of kill” para R. sanguineus foi possivel observar que 0 mesmo n&o aconteceu para C. felis felis.
Este fato pode ser explicado pela maior suscetibilidade e fragilidade dessa pulga ao fipronil,
fazendo com que, neste caso, a morte deste parasito acontecesse de forma mais rapida.

A associacdo de fipronil com piriproxifen ndo apresentou boa eficacia “speed of kill”
para o carrapato R. sanguineus. No entanto, apresentou excelente eficicia para o rapido controle
da pulga C. felis felis.
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CAPITULO I11

EFICACIA DA FORMULACAO “SPRAY” CONTENDO FIPRONIL ASSOCIADO
AO PIRIPROXIFEN EMPREGADO EM CAES NA INTERRUPCAO DO
DESENVOLVIMENTO DE OVO A ADULTO (ACAO IGR) DE Ctenocephalides felis
felis
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RESUMO

Pulgas sé@o insetos ectoparasitos de maior ocorréncia em todo mundo, no Brasil existe o
predominio da subespécie C. felis felis. Sdo responsaveis por causar prurido e desconforto aos
animais e, em casos graves, podem provocar anemia. Alguns animais desenvolvem o quadro de
hipersensibilidade do tipo | a antigenos presentes na saliva deste parasito cursando com o
quadro de dermatite alérgica a presenca de pulga. Também séo responsaveis pela transmissao
de agentes patogénicos. O controle ideal de pulgas deve se levar em consideracédo a eliminagédo
das formas adultas presentes no animal, assim como as formas imaturas que estdo presentes no
ambiente. A associacdo de produtos que possuam acdo adulticida com reguladores de
crescimento de artropodes potencializa o controle da infestagdo por C. felis felis. O objetivo
deste estudo foi avaliar a eficacia da associacdo do fipronil-piriproxifen na formulagédo “spray”
na interrupcdo do desenvolvimento de ovo a adulto de C. felis felis. Para o estudo foram
utilizados 12 cdes da raca beagle, oito machos e quatro fémeas, com idade entre trés a cinco
anos e foram divididos em dois grupos experimentais. Os animais do grupo tratado receberam
pela via topica (“spray”), o produto que continha fipronil-piriproxifen. A dose utilizada foi de
7,5 mg de fipronil e 4,44 de piriproxifen/kg, equivalente a 4 jatos/kg de peso corp6reo. Os
animais do grupo controle ndo receberam nenhum tipo de tratamento. As infestacbes pos-
tratamento, com 200 exemplares de C. felis felis, ocorreram nos dias -7, -2 e semanalmente por
98 dias. As avaliacGes para o caculo de eficacia pulicida e coleta dos ovos dos canis foram
realizados nos dias + 2, +10 e a cada sete dias durante 101 dias. Os ovos recuperados foram
incubados em duas repeticdes contendo 20 ovos, quando possivel, por um periodo de 30 dias.
Ap0s esse periodo, foi realizada a contagem do nimero de pulgas adultas emergidas em cada
repeticdo para determinar o percentual de emergéncia de adultos. Os resultados da eficacia
adulticida foram: 100%; 100%; 100%; 99,74%; 98,26%; 98,97%; 91,12%; 59,39%; 54,15%;
1,94%; 19,02%, 59,24%; 45,78%; 3,36% e zero para os dias +2, +10, +17, +24, +31, +38,+45,
+52, +59, +66, +73, +80, +87, +94 e +101 respectivamente. A eficacia sobre a producédo de
ovos foi: 100%; 100%; 100; 100; 100; 100; 100; 97,76%; 0,19%; 85,45%; 42,17%, 48,66%;
60,89%); zero e 67,93% para os dias +2, +10, +17, +24, +31, +38,+45, +52, +59, +66, +73, +80,
+87, +94 e +101 respectivamente. E os resultados de eficacia sobre a emergéncia de pulgas
adultas foi: 97,52%; 88,96%; 93,51%; 27,82%, 3,49%; 10,60%; 4,10% e 25,49% +52, +59,
+66, +73, +80, +87, +94 e +101 respectivamente. A associacao testada foi eficaz no controle
de adultos de C. felis felis por até 45 dias, reduziu a producéo de ovos por 52 dias e a emergéncia
de adultos por 66 dias. A associacdo de fipronil e piriproxifen na formulacéo “spray” apresentou
excelente eficacia na reducdo da producdo de ovos e na emergéncia de adultos de C. felis felis
em cées artificialmente infestados.

Palavras-chaves: controle; pulgas; reguladores de crescimento de insetos
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ABSTRACT

Fleas are ectoparasite insects of greater occurrence worldwide, in Brazil there is a predominance
of the subspecies C. felis felis. They are responsible for causing itching and discomfort to the
animals and, in severe cases, can cause anemia. Some animals develop the type |
hypersensitivity to the antigens present in the saliva of this parasite with the presence of allergic
dermatitis in the presence of fleas. They are also responsible for the transmission of pathogens.
The ideal control of fleas should take into account the elimination of the adult forms presentin
the animal, as well as the immature forms that are present in the environment. The association
of products that have adulticidal action with arthropod growth regulators enhances the control
of C. felis felis infestation. The aim of this study was to evaluate the efficacy of the combination
of fipronil-pyriproxyfen in the spray formulation on the interruption of egg development in the
adult C. felis felis. Twelve beagle dogs, eight males and four females, aged between three and
five years, were divided into two experimental groups. The animals in the treated group
received the product containing fipronil-pyriproxyfen by the topical route (spray). The dose
used was 7.5 mg fipronil and 4,44 pyriproxyfen / kg, equivalent to 4 jets / kg body weight. The
animals in the control group did not receive any type of treatment. Post-treatment infestations
with 200 specimens of C. felis felis occurred on days -7, -2 and weekly for 98 days. The
evaluations for the calculation of policidal efficacy and collection of kennel eggs were
performed on days + 2, +10 and every seven days for 101 days. The recovered eggs were
incubated in two replicates containing 20 eggs, where possible, for a period of 30 days. After
this period, the number of emerged adult fleas was counted in each repetition to determine the
adult emergency percentage. The results of adulticidal efficacy were: 100%; 100%; 100%;
99.74%; 98.26%; 98.97%; 91.12%; 59.39%; 54.15%; 1.94%; 19.02%, 59.24%; 45.78%; 3.36%
and zero for days +2, +10, +17, +24, +31, +38, +45, +52, +59, +66, +73, +80, +87, +94 and
+101 respectively. Efficacy on egg production was: 100%; 100%; 100; 100; 100; 100; 100;
97.76%; 0.19%; 85.45%; 42.17%, 48.66%; 60.89%; zero and 67.93% for the days +2, +10,
+17, +24, +31, +38, +45, +52, +59, +66, +73, +80, +87, +94. and +101 respectively. And the
efficacy results on the emergence of adult fleas was: 97.52%; 88.96%; 93.51%; 27.82%, 3.49%);
10.60%; 4.10% and 25.49% +52, + 59, +66, +73, +80, +87, +94 and +101 respectively. The
association tested was effective in controlling adults of C. felis felis for up to 45 days, reduced
egg production by 52 days and emergence of adults for 66 days. The association of fipronil and
pyriproxyfen in the spray formulation showed excellent efficacy in reducing egg production
and the emergence of C. felis felis adults in artificially infested dogs.

Keywords: control; fleas; insect growth regulators
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1 INTRODUCAO

As pulgas do género Ctenocephalides séo insetos de maior ocorréncia parasitando caes
e gatos em todo 0 mundo. Dentre as subespécies existentes, C. felis felis é a que apresenta maior
importancia no Brasil. S&o responsaveis por causar prurido intenso e desconforto aos animais.
E em altas infestacOes, devido ao seu habito hematdfago, sdo capazes de provocar anemia
(ALCAINO; GORMAN; ALCAINO, 2002; BERMUDEZ, et al., 2011; GRACIA et al., 2008;
RUST, 2017; RUST; DRYDEN, 1997).

Alguns animais apresentam uma maior suscetibilidade a estes parasitos e podem
desenvolver quadros conhecidos como dermatite alérgica a presenca de pulgas. O quadro
consiste em uma reacdo alérgica, altamente pruriginosa, podendo evoluir para alopecia e
predispor a infec¢des secundarias da pele, ocasionadas por bactérias ou fungos (PATERSON
2015;VASCONCELOS et al., 2017).

Além disso, pulgas sdo responsaveis pela transmissao de agentes patogénicos para caes
como: Mycoplasma ssp., Bartonella henselae, Rickettsia felis e Leishmania chagasi (BROWN,;
MACALUSO, 2016; DHANALAKSHM I et al., 2017; GEHRKE et al., 2009; HORNOK, et al.,
2010; SOFER et al.,, 2015). Também sdo hospedeiros intermediarios dos helmintos
Achanthocheilonema reconditum e Dipylidium caninum (IRWIN; JEFFERIES, 2004,
NELSON, 1962; PUGH, 1997).

No que diz respeito ao controle de pulgas em cées, é importante lembrar que apenas 5%
dos exemplares encontram-se na forma adulta e sobre o animal. Os 95% restantes correspendem
aos instares ndo parasitarios que se desenvolvem no ambiente. Portanto, para um controle
eficaz, deve-se eliminar tanto os individuos adultos quanto as formas evolutivas no ambiente.
Nestes casos, a associacdo com ectoparasiticidas com pontencial adulticida a reguladores de
crescimento de artropodes atuam de forma sinérgica para potencializar a eliminacdo da
infestacdo no céo e do ambiente (DRYDEN, 2014; HALOS et al., 2014; WRIGHT, 2016).

O fipronil € um ectoparasiticida da classe dos fenilpirazoles que possui excelente
eficacia adulticida, eliminando pulgas adultas em poucas horas apés o tratamento (BONNEAU
et al., 2010; CRUTHERS. et al., 2001; KUZNER, et al., 2013; POSTAL; JEANNIN;
CONSALVI, 1995). No entanto, esse ativo apresenta pouca acdo nas formas evolutivas que
estdo presentes no ambiente. Por este motivo, o fipronil nos Gltimos anos vém sendo associado
a IGR, sendo o maior exemplo é o S-metoprene (BAKER et al., 2014; YOUNG; JEANNIN;
BOECKH, 2004).

O piriproxifen é um analogo do horménio juvenil de insetos, possui pouca ac¢ao sobre
pulgas adultas, contudo, possui excelente eficacia para inibir a eclosdo e a emergéncia de
adultos em C. felis felis possuindo acdo ovicida e larvicida (BHASKARAN, 2001;
MAYNARD; HOUFFSCHMIT; LEBREUX. 2001; MEOLA, 2000).

A eficacia deste IGR, ja foi demonstrada em associagdo com os piretroides d-fenotrina
e ciflutrina e ja estdo disponiveis nas formulagdes aerossol e “spray”, respectivamente, para
serem aplicadas em ambientes como forma auxiliar no controle de C. felis felis (CORREIA et
al., 2005; CORREIA et al., 2010).

O piriproxifen possui duas associagdes comerciais disponiveis para o tratamento de
pulgas em cdes na formulagdo “spot on” (fipronil-piriproxifen e dinotenfuran-permetrina-
pririproxifen), mostrando sua eficacia na redugdo de pulgas adultas nos animais tratados
(BOUHSIRA et al., 2012; NAVARRO et al., 2016). No entanto, ndo existem trabalhos
publicados com a associagdo de fipronil e piriproxifen na formulagéo “spray” para o tratamento
de cées.
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Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a acdo da associacdo de fipronil-
piriproxifen na formulagdo “spray” na emergéncia de adultos de C. felis felis em cées
artificialmente infestados.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Aprovacado pelo Comité de Etica em Utilizagdo de Animais

O estudo teve aprovagdo pelo CEUA-IV-UFRRJ com numero de protocolo n°
4466191016. O mesmo encontra-se em anexo (Anexo H)

2.2 Selecéo e Manejo dos Caes

Os caes utilizados neste estudo eram do plantel do canil do LQEPV, pertencente ao
anexo | do IV da UFRRJ. Foram selecionados 12 cées da raca Beagle, oito machos e quatro
fémeas, com idade entre trés e cinco anos e peso corporal entre 9,950 — 15,950 kg. Todos 0s
animais eram identificados com transponder implantados no tecido subcutaneo.

Os animais apresentaram bom estado sanitario e nutricional e estavam devidamente
vermifugados e vacinados. Nenhum dos cées tinham sido tratados com nenhum medicamento
ectoparasiticida, por pelo menos, dois meses antes do inicio do estudo.

Durante o periodo experimental os cdes foram mantidos individualmente em baias
totalmente cobertas com parte delas tem telhas transparentes de forma a permitir a entrada de
raios solares. As baias apresentam as seguintes dimensdes: altura 2,00 m; largura 1,50 m;
comprimento 1,50 m. O canil foi limpo todos os dias efetuando-se a retirada das fezes, e limpeza
com jato de &gua da superficie do chdo. A alimentacdo durante este periodo foi realizada através
de comedouros, fornecida duas vezes ao dia. Durante o periodo experimental os animais foram
alimentados diariamente com 300g de racdo comercial para cdes adultos. A agua foi fornecida
em bebedouros apropriados a vontade.

2.3 InfestagOes

Em cada processo de infestacdo foram utilizadas 200 pulgas, sendo 75% de fémeas e
25% de machos, adultas e ndo alimentadas, com idade em torno de 14 dias, da espécie C. felis
felis. Os animais foram infestados nos tempos -7, -2, +7, +14, +21, +28, +35, +42, +49, +56,
+63, +70, +77, +84, +91 e +98. Cada animal foi minuciosamente inspecionado, e também foi
feita a retirada mecanica das pulgas de infestaces ambientais antes de cada infestacdo. O
procedimento da infestacdo foi realizado por meio da colocacdo dos parasitos em diferentes
regiGes do corpo do animal. Para este procedimento os animais foram contidos mecanicamente
por cinco minutos.

2.4 Contagem de Pulgas

Os animais foram avaliados para a presenca de pulgas adultas, tendo sido realizada a
retirada dos parasitos nos tempos -5 e +2, +10, +17, +24, +31, +38, +45, +52, +59, +66, +73,
+80, +87, +94 e +101. Cada animal foi inspecionado individualmente. Para cada dia de
avaliacdo o procedimento empregado foi o de avaliar os animais para a presenca de pulgas
vivas, com o auxilio de um pente fino proprio para retirada destes insetos, com
aproximadamente 13 dentes por centimetro linear (“comb test”). Os animais foram penteados
até que ndo fosse recuperada mais nenhuma pulga.
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2.5 Rangqueamento

O ranqueamento dos animais foi realizado com base nos resultados das contagem de
pulgas vivas realizadas na avaliacdo do dia -5. Foi elaborada uma lista decrescente com as
contagens destes parasitos. E por meio de sorteio foi distribuindo um animal em cada grupo, e
assim sucessivamente até que se completassem as seis repeticdes distribuidas em dois grupos
experimentais: grupo controle e grupo tratado.

2.6 Tratamento

No dia 0, todos os animais do grupo tratado foram submetidos & administracéo Unica na
dose de 7,5 mg de fipronil e 4,44 de piriproxifen/kg, equivalente a 4 jatos/kg de peso corporeo.
A aplicagéo do produto foi feita por via topica, de forma a cobrir todo o pelo dos animais,
sendo que a pulverizacao foi realizada no sentido contrario do crescimento dos pelos e durante
a aplicacdo, os pelos foram massageados com o auxilio de uma luva para que o produto
atingisse a pele. Para administracdo na regido da cabeca, o produto foi administrado na luva do
aplicador e posteriormente esfregado na regido da face de forma a evitar os olhos. O

grupo controle ndo recebeu qualquer tipo de tratamento.

2.7 Avaliacdo da Eficacia Pulicida

O célculo de eficécia pulicida foi realizado a partir do namero médio de pulgas vivas
encontrados no GC e GT de acordo com as formulas abaixo:

Eficécia Pulicida (%)=100 x (N° de Pulgas Vivas no GC-N° de Pulgas Vivas no GT)/(N° de
Pulgas Recuperadas no GC)

2.8 Avaliacdo da Inibicéo do Desenvolvimento

A coleta dos ovos dos canis foi realizada de forma mecaninca, ap6s 72 horas de cada
infestacdo, seguida da contagem do total de ovos recuperados por canil. Para a avaliagdo do
percentual de emergéncia de pulgas adultas foram incubados 40 ovos, em duas repeticdes
(contendo 20 ovos cada) em tubos de ensaio com o auxilio de pincel e de um microscépio
estereoscdpico. Juntamente aos ovos foi adicionado meio grama de uma dieta artificial para
larvas composta de sangue bovino desidratado, farelo de trigo e areia na proporgéo de 1:1:5
respectivamente.

Os tubos foram vedados na boca com tecido tipo TNT (tecido ndo tecido) e elastico e
posteriormente, 0s tubos contendo os ovos e a dieta, foram incubados em uma cémara
climatizada com demanda bioguimica de oxigénio, mantida na temperatura de 28°C e umidade
relativa de 75 + 10%.

Ap6s um periodo de incubacdo de 30 dias, o material foi fixado em alcool 70% a fim de
possibilitar a morte das formas evolutivas presentes, e foi avaliado para eclosao de adultos, com
auxilio de um microscopio estereoscopico.

A percentagem de inibicdo da emergéncia foi calculada pela seguinte formula:

E (%0)=100 x (a-b)/a, no qual:

a: percentual médio de pulgas adultas emergidas dos ovos incubados oriundos dos animais do
grupo controle (nimero médio de pulgas adultas emergidas / nimero médio de ovos coletados
do grupo controle)
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b: percentual médio de pulgas adultas emergidas dos ovos incubados oriundos dos animais do
grupo medicado (numero médio de pulgas adultas emergidas/nimero médio de ovos coletados
do grupo medicado).

2.8 Andlise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada pelo programa estatistico computacional BioStat 5.0. O
teste empregado foi o de Mann-Whitney para duas amostras independentes e dados nédo

paramétricos, tendo em vista a distribuicdo ndo paramétrica dos dados, e o nivel de significancia
considerado foi de p<0,05 (95%) (AYRES et al., 2005).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de sexo, idade e peso e quantidade do produto administrado nos animais esta
ilustrado na Tabela 7.

Tabela 7. Identificacdo dos animais, sexo, idade, peso corporal, grupo e volume empregado da
formulacao “spray” da associacao de fipronil e piriproxifen.

Grupo NUmero de Sexo Idade Peso* (KQ) Volume
Animais (meses) Empregado
(Jatos)
Controle 6 4M,2F 36 a 60 11,78*+0,84 ---
Tratado 6 4M,2F 48 a 60 12,21*+1,59  49,8*18,3

*Meédia Aritimética; M = macho; F = fémea; Kg = quilos

Todos os cdes apresentaram contagem média de pulgas acima a 25% na avaliacao
realizada pré-tratamento. A média geométrica no grupo controle foi de 68,09 e no grupo tratado
foi de 72,46 e ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).

Os resultados das médias geométricas de contagens de pulgas foram os seguintes para
0 grupo controle: 44,42; 89,09; 85,50; 98,62; 110,73; 81,90; 88,32; 68,76; 54,48; 60,52;75,02;
106,09; 121,10; 102,30; 92,52 e para o grupo tratado: zero; zero; zero; 0,26; 1,93; 0,84; 7,84;
27,92; 24,98; 59,35; 60,75; 43,24; 65,66; 98,87; 106,28 para os dias +2, +10, +17, +24, +31,
+38,+45, +52, +59, +66, +73, +80, +87, +94 e +101 respectivamente. A compara¢ao estatistica
entre as meédias dos grupos controle e tratado pds tratamento apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) nos dias +2, +10, +17, +24, +31, +38, +45, +80 e +87.

Ja os resultados das eficacias geométricas obtidas foram: 100%; 100%; 100%;99,74%;
98,26%; 98,97%; 91,12%; 59,39%; 54,15%; 1,94%; 19,02%, 59,24%; 45,78%; 3,36% e 0%
para os dias +2, +10, +17, +24, +31, +38,+45, +52, +59, +66, +73, +80, +87, +94 e +101
respectivamente.

As médias das contagens de pulgas vivas encontrada nos cdes do grupo controle e
tratado apos o tratamento e eficacia estdo demonstradas na Tabela 8 e Figura 7 as contagens
detalhadas estdo em anexo (Anexo 1).

Tabela 8. Média geométrica da contagem de pulgas (Ctenocephalides felis felis) vivas nos cées
do grupo controle e tratados e eficacia da formulagao “spray” contendo fipronil- piriproxifen.

Dia Experimental Grupo Controle Grupo Tratado Eficacia (%)
Média* Média*

+2 44,42%+6,82 0°+0 100
+10 89,092+12,56 0°+0 100
+17 85,50%+11,74 0°+0 100
+24 98,62%+15,72 0,26"+0,52 99,74
+31 110,73*+27,46 1,93 "+2,56 98,26
+38 81,90%+15,62 0,84 °+4,80 98,97
+45 88,32%+14,76 7,84 °+14,80 91,12
+52 68,76 2+20,09 27,92 2+30,10 59,39
+59 54,48 2 +27,68 24,98 2+37,86 54,15
+66 60,52 2+11,94 59,35 2+36,53 1,94
+73 75,02 2+26,28 60,75 2+63,37 19,02
+80 106,09%+22.38 43,24 %+3591 59,24
+87 121,10%+53,23 65,66 °+27,18 45,78
+94 102,30 2+21,81 98,87 2+54,79 3,36
+101 92,52 2423,47 106,28 2+39,79 0

*Média Geométrica; Letras iguais dentro da mesma coluna, p-value >0,05 (ndo ha diferenca estatistica); Letras
diferentes entre as colunas , p-value < 0,05 (ha diferenca estatistica)
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Figura 7. Eficacia geométrica para a pulga (Ctenocephalides felis felis) da associacéo de
fipronil-piriproxifen na formulagio “spray”.

De acordo com Marchiondo et. al. (2013), os niveis de eficicia para pulgas devem ser
iguais ou superiores a 90%. Com base neste pardmetro a associacdo testada foi eficaz no
controle de C. felis felis por até 45 dias apds o tratamento, considerando como base dos calculos
as médias geomeétricas.

Os resultados obtidos foram inferiores a de outros estudos que utilizaram fipronil
isolado ou associado ao (S)-metoprene, no qual a eficacia adulticida foi observada por 60 dias
(BAKER et al., 2014; BONNEAU et al., 2010; CRUTHERS. et al., 2001, KUZNER, et al.,
2013 POSTAL; JEANNIN; CONSALVI, 1995; YOUNG; JEANNIN; BOECKH, 2004). Por
outro lado, em estudos preliminares

Navarro et al. (2016), mostratam que associacao do fipronil-piriproxifen na formulacédo
“spot on” frente a pulgas adultas apresentou eficacia superior a 90% durante 86 dias apds ao
tratamento contra C. felis felis. No entanto, o estudo foi realizado em gatos.

A menor eficacia pulicida observada neste estudo, quando comparado ao ensaio do
capitulo | e aos demais trabalhos supracitados pode estar associada ao numero de pulgas
utilizadas na infestagcdo dos animais.

Os resultados das médias geométricas dos ovos recuperados foram os seguintes para o
grupo controle: 45,91; 48,83; 51,83; 49,91; 49,96; 58,55; 85,11; 70,25; 60,73; 98,92; 139,13;
83,24; 160,66; 91,73; 141,45. Para o grupo tratado as médias foram: zero; zero; zero; zero;
zero; zero; zero; 1,58; 18,11; 14,39; 80,46; 42,74; 62,83; 92,51; 45,36 para os dias +2, +10,
+17, +24, +31, +38,+45, +52, +59, +66, +73, +80, +87, +94 e +101 respectivamente. A
comparacao estatistica entre as médias dos ovos recuperados dos grupos controle e tratado pos
tratamento apresentaram diferenca significativa (p<0,05) nos dias +2, +10, +17, +24, +31, +38,
+45, +52 e +101.

A associacao de fipronil ao piriproxifen apresentou eficacias de: 100%; 100%; 100%;
100%; 100%; 100%; 100%; 97,76%. 70,19%; 85,45%; 42,17%, 48,66%; 60,89%; 0% 67,93%
para os dias +2, +10, +17, +24, +31, +38,+45, +52, +59, +66, +73, +80, +87, +94 e +101
respectivamente.

A média da recuperacdo de ovos nos canis dos cdes do grupo controle e tratado estéo
ilustrados na Tabela 9 e Figura 8 e os resultados detalhados das contagens individuais estdo no
Anexo J.

44



Tabela 9. Média geomeétrica da contagem de ovos de pulgas (Ctenocephalides felis felis) nos
canis dos cées do grupo controle ¢ tratados e eficacia da formulagdo “Spray” contendo fipronil
associado ao piriproxifen sobre a produgao de ovos.

Dia Experimental Grupo Controle Grupo Tratado Eficacia (%)
Média* Média*

+2 45,91243,22 0°+0 100
+10 48,832+7,84 0°+0 100
+17 51,832+4,77 0°+0 100
+24 49,912+7,20 0°+0 100
+31 49,96%5,12 0°+0 100
+38 58,55%+8,00 0°+0 100
+45 85,112 +75,57 0°+0 100
+52 70,25%+56,74 1,58°+29,17 97,76
+59 60,73+73,58 18,112+73,73 70,19
+66 98,922+39,90 14,392+70,92 84,45
+73 131,13%+65,62 80,46°+£145,84 42,17
+80 83,242+58,00 42,74°+36,09 48,66
+87 160,66%+59,10 62,83°+100,80 60,89
+94 91,732+76,41 92,51%+143,53 0
+101 141,452 +71,32 45,36 +18,98 67,93

*Média Geométrica; Letras iguais dentro da mesma coluna, p-value >0,05 (ndo hé diferenca estatistica); Letras
diferentes entre as colunas , p-value < 0,05 (ha diferenca estatistica)
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60.00
48.66
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+2 +10 +17 +24 +31 +38 +45 +52 459 +66 +73 +80 +87

+94  +101

Figura 8. Eficacia geométrica para recuperacdo de ovos da pulga (Ctenocephalides felis felis)
da associacéo de fipronil-piriproxifen na formulagdo “spray”.

Com base nos resultados demonstrados na tabela acima, € possivel perceber que nado
foram encontrados ovos nos canis do grupo tratado até o dia +45. Este fato deve-se
principalmente a agéo fipronil, onde € possivel observar que a eficicia adulticida era superior a
90%. As pulgas adultas iniciam a ovoposi¢do apds oito a 24 horas do primeiro repasto
sanguineo para maturacdo do sistema reprodutivo (CADIERGUES et al., 2001; DRYDEN,
1989).

Boushira e colaboradores (2012), demonstraram em seu trabalho que so foi possivel a
recuperacéo de ovos de C. felis felis em cées tratados com uma formulagéo “spot on” contendo
dinotefuran-permetrina-piriproxifen a partir de 63 dias apds o tratamento. Resultados que foram
proximos aos encontrados neste estudo que sé foi possivel recuperar ovos nos canis dos animais
do grupo tratado 52 dias ap6s o tratamento.
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Os resultados das médias geomeétricas da contagem de adultos emergidos foram os
seguintes para o grupo controle: 34,63; 34,40; 33,66; 34,60 33,67; 29,96; 23,22; 24,82; 26,78;
34,06; 31,26; 29,53; 31,28; 32,29; 29,96 para os dias +2, +10, +17, +24, +31, +38,+45, +52,
+59, +66, +73, +80, +87, +94 e +101 respectivamente. Para o grupo tratado: 0,59; 3,79; 4,55;
18,34; 20,59; 22,53; 30,29; 20,63 para os dias +52, +59, +66, +73, +80, +87, +94 e +101
respectivamente.

As médias geométricas do percentual de emergéncia de adultos para o grupo controle
foi: 86,57%; 85,99%; 84,15%; 86,49%; 84,18%; 74,88%; 71,65%; 84,15%; 76,95%; 85,16%;
78,14%; 79,33%; 78,20%; 82,79%; 78,14% para os dias +2, +10, +17, +24, +31, +38,+45, +52,
+59, +66, +73, +80, +87, +94 e +101 respectivamente. Para o grupo tratado: 2,08%; 8,49%;
5,53%; 56,40%; 68,63%; 69,92%; 79,40%; 58,23% 63 para os dias +52, +59, +66, +73, +80,
+87, +94 e +101 respectivamente. A comparacao estatistica entre as médias do percentual de
emergéncia de adultos dos grupos controle e tratado pos tratamento apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) nos dias +52, +59, +66 e +101.

As eficacias da associacdo de fipronil ao piriproxifen sobre a emergéncia de pulgas
adultas foram: 97,52%; 88,96%; 93,51%; 27,82%, 13,49%; 10,60%; 4,10% e 25,49% para 0s
dias +52, +59, +66, +73, +80, +87, +94 e +101 respectivamente.

A média do percentual de emergéncia de adultos nos ovos incubados estao ilustrados na
Tabela 10 e Figura 9 os resultados detalhados das contagens individuais estdo no Anexo K e
Anexo L.

Tabela 10. Média geométrica do nimero de pulgas adultas (Ctenocephalides felis felis)
emergidas, percentual da emergéncia do grupo controle e tratados e eficacia da formulacao
“spray” contendo fipronil-piriproxifen sobre a emergéncia de pulgas adultas.

Dia Grupo Controle Grupo Tratado Eficacia

Experimental Média* Percentual de Média* Percentual de (%)
Emergéncia Emergéncia

+2 34,63 86,57% ob 0

+10 34,40? 85,99% v 0

+17 33,667 84,15% ob 0

+24 34,602 86,49% ob 0

+31 33,672 84,18% ob 0

+38 29,962 74,88% v 0

+45 23,228 71,65% Qv 0 ---

+52 24,822 84,15% 0,59° 2,08% 97,52%

+59 26,782 76,95% 3,79 8,49% 88,96%

+66 34,06° 85,16% 4,55° 5,53% 93,51%

+73 31,262 78,14% 18,342 56,40% 27,82%

+80 29,532 79,33% 20,592 68,63% 13,49%

+87 31,28? 78,20% 22,532 69,92% 10,60%

+94 32,292 82,79% 30,292 74,90% 4,10%

+101 29,962 78,14% 20,63% 58,23% 25,49%

*Média Geométrica; Letras iguais dentro da mesma coluna, p-value>0,05 (ndo ha diferenca estatistica); Letras
diferentes entre as colunas , p-value < 0,05 (ha diferenca estatistica)
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Figura 9. Eficacia geométrica para emergéncia de pulgas adultas (Ctenocephalides felis felis)
da associacéo de fipronil-piriproxifen na formulagéo “spray”.

O pirirproxifen € um anélago do hormoénio julvenil de insetos, possui pouca toxicidade
para pulgas adultas, no entanto, possui excelente a¢éo sobre as formas imaturas. Possui acdo de
impedir a embriogense do ovo e de impedir a metarmofose da larva até adulto (MEOLA et al.,
2000; MEOLA; PULLEN; MEOLA, 1996; PALMA; MEOLA; MEOLA, 1993).

A associacdo de fipronil e piriproxifen na formulacao “spot on” mostrou ter eficacia
superior a 90% na reducdo da emergéncia de adultos por um periodo de trés meses ap0os o
tratamento em cées e gatos, respectivamente (DE MARI et al., 2016a; NAVARRO et al., 2016).
Resultados semelhantes foram obtidos em um estudo multicéntrico realizado por Baker et al.
(2014) utilizando uma associacdo “spot on” de fipronil-(S) metroprene-eprinomectina-
praziquantel, no qual a eficacia na prevencdo da emergéncia de adulto foi superior a 90% por
49 dias apds o tratamento em gatos.

Boushira et al. (2012), mostraram que a formulagéo “spot on” contendo a associagédo de
dinotefuran-permetrina-piriproxifen possui 100% de eficacia na redugdo da emergéncia de
adultos em cées.

A associacao de fipronil e piriproxifen na formulacdo “spray” apresentou excelente
eficacia na reducdo da producdo de ovos e na emergéncia de adultos de C. felis felis em cées
artificialmente infestados.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obitidos neste estudo, foi possivel conclui que a formulacao
“spray”” contendo a associagdo de fipronil-piriproxifen apresentou excelente eficicia adulticida
para o controle de R. sanguineus e C. felis felis. Foi capaz de eliminar rapidamente pulgas com
tempo inferior a 24 horas. No entanto, ndo foi capaz de eliminar carrapatos com tempo inferiro
a 24 hotas. Também demonstrou ser capaz de inibir o desenvolvimento de ovo a adulto de C.
felis felis.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste estudo foi possivel observar que a associa¢do do
fipronil-piriproxifen na formulagdo “spray” apresentou excelente eficacia adulticida para o
controle de C. felis felis e R. sanguineus. A eficacia carrapaticida possui duragdo de 28 dias
apos o tratamento mostrando que esta associacdo pode ser empregada para 0 controle deste
carrapato uma vez ao més.

No que diz respeito a eficacia pulicida foi observado uma eficacia persistente por 63
dias apos o tratamento. Este fato pode ser explicado pelo fato que insetos sdo mais sensiveis a
acdo do fipronil quando comparados a acaros.

Um produto na formulago “spray” possui o custo para a sua produgdo que é mais barato
quando comparado ao desenvolvimento de produtos aplicados por pipetas pela formulagédo
“spot on”. Também permite que a dose seja ajustada para animais muito pequenos € neonatos.
Em contra partida, por ter baixissima absorcdo sistémica, sua acdo € dada pelo contado do
parasito com o produto presente na pele e/ou pelo do animal, estando, portanto a duragdo da
sua eficécia diretamente relacionanda com o efeito residual do produto no pelo do animal.
Apesar das desvantagens descritas acima, a formulacdo testada neste estudo apresentou niveis
e tempo de eficacia semelhantes a de muitos estudos realizados em diversos paises.

A agdo imediata (“speed of kill”) da associag@o fipronil-piriproxifen demonstrou néo
ser eficaz nos tempos de duas, quatro e 24 horas ap0s tratamento/infestacdes para eliminagéo
das formas adultas de R. sanguineus. Contudo, seus niveis de eficcia foram aumentando a ao
longo dos momentos experimentais possuindo excelente eficacia com o tempode 48 horas ap6s
exposicdo do carrapato ao produto.

Para a pulga C. felis felis a associa¢do foi eficaz no controle a partir de duas horas ap6s
tratamento/infestacGes durante sete dias, por quatro horas por 14 dias e por 24 horas durante 28
dias. Conforme dito anteriormente, insetos sdo mais sensiveis a acéo do fipronil

Pensando pelo principio, a eficacia “speed of kill” esta diretamente ligada na prevencéo
da transmissdo de agentes patogénicos e na sensibilizacdo de animais alérgicos a saliva de
ectoparasitos. A associacdo sé apresentou este efeito preventivo para C. felis felis, ja que foi
possivel eliminiar rapidamente esses insetos adultos dos caes.

Apesar de ja ter sido descrita a acdo do piriproxifen sobre pulgas adultas quando estas
sd0 expostas continuamente a este ectoparasiticida por um periodo de 10 dias consecutivos, é
pouco provavel que tenha sido observada qualquer efeito do piriproxifen sobre a eficacia
adulticida sobre C. felis felis neste estudo. O mais provavel é que toda a eficacia adulticida
tenha sido atribuida ao rapido efeito do fipronil sobre estes ectoparasitos.

A respeito do controle de pulgas e carrapatos é importante lembrar que a maior parte
destes ectoparasitos, cerca de 95%, estdo presentes no ambiente sobre os instares imaturos ou
realizando muda.

A associacgdo do fipronil-piriproxifen da formulacéo testada € devido ao fato de que o
fipronil isoladamente ndo teria acdo sobre estas formas presentes no ambiente. Assim, 0
piriproxifen, por ser um analogo do horménio julvenil de insetos, poderia atuar nas formas
imaturas no ambiente impedindo que estas tornem-se adultas e voltem a reinfestar os animais.
Contudo, em muitos momentos experimentais ndo foi possivel observar 100% de eficacia
para pulgas e carrapatos. Para o0s parasitos sobreviventes, o piriproxifen provavelmente atuaria
de forma complementar evitando que estes completassem seu ciclo e reinfestasse 0s

animais.

O piriproxifen apresenta excelente eficacia na inibicdo da embriogense do ovo, no
desenvolvimento da larva e na emergéncia de pulgas adultas. Este fato foi observado neste
estudo em que foi observada uma inibicao sobre a producdo de ovos e emergéncia de adultos.
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Tendo em vista os resultados neste trabalho, a formulagdo “spray” de fipronil-
piriproxifen pode ser administrada para o controle de C. felis felis e R. sanguineus em cées.
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ANEXOS
Anexo A. Certificado de Aprovagdo na CEUA-IV-UFRRJ do estudo intitulado “Eficacia
Pulicida para Ctenocephalides felis felis e Carrapaticida para Rhipicephalus sanguineus senso
latu de um produto na Formulag¢do “Spray” Contendo Fipronil Associado ao Piriproxifen em
Caes Artificialmente Infestados.”

UERRJ Comissao de Eticano CY'E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria |J /S A

CERTIFICADO

Centificamos que a proposta intitulada "AVALIAGAO DA EFICACIA PULGUICIDA PARA Ctenocephalides felis felis E CARRAPATICIDA
PARA Rhipicephalus sanguineus DO PRODUTO C669 EM CAES SUBME'nDOS AQ TESTE CONTROLADO. ", protocolada sob o CEUA né
1633231015, sob a responsabilidade de Fabio Barb Scott & Maonigue Moraes Lambert ; Thais Ribeiro Correls Azevedo;
Diefrey Ribeiro Campos - que envolve a produgdo, manutenglo elou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa clentifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lel 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pek Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e fol aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animals da Instituto de
Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) na reunido de 27/10/2015.

We certify that the proposal *Evaluation of the pulicide efficacy against Ctenocephalides felis felis and acaricide efficacy against
Rhipicephalus sanguineus of the product C669 in dogs that were subject to a controlied test”, utilizing 16 Dogs (males and
females), protocol number CEUA 1633231015, under the responsibilty of Fablo Barbour Scott and team; Monigue Moraes
Lambert ; Thais Ribeiro Correla Azevedo; Diefrey Ribeiro Campos - which involves the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for sclentific research purposes or
teaching - Is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules Issued by
the National Council for Control of Animai Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRR)) in the meeting of 10/27/2015.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 12/2015 a 0172016 Area: Dpa

Origem: Biotério externo

Espécie: Clhes sexo: Machos ¢ Fémeas idade: la6anos N 16
Unhagem: Beagle Peso: 10825kg

Resumo: Os ectoparasitas, Rhipicephalus sanguineus e Ctenocephalides felis sho os de maior ocorréncia no Brasil, estes parasitos
possuem importincla médico-veterindria, pols sdo responsdvels por espoliacdo e transmissio de agentes patogénicos aos
hospedeiros. Dessa forma o controle de ectoparasitas é de grande relevancia, com isso o presente estudo tem o intuito de testar a
eficdcia, carrapaticida para Rhipicephalus sanguineus e polguicida para Ctenocephalides felis em 16 ¢ies da raga Beagle, do
produto C669, medicamento spot-on a base de fipronll e s-metropeno. Onde o fipronil pertence & classe do fenlipirazoles e atua
Inibindo © GABA, causando a morte do parasito por inani¢do. Ja o s-metropeno é um andlogo sintético do hormbnio juvenil, inibe
assim o desenvolvimento dos &

Lecal do experimento: Nas dependéncias do canil experimental do Laboratério de Quimioterapia Experi | em Parasitologia
Veterindria (LQEPV) do Departamento de Parasitologia AnimaVinstituto de Veterindria, da Universidade Federal Rural do Rio de
Janelro, localizada no Km 07 da BR 465, Municiplo de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil,

Seropédica, 16 de novembro de 2016

Fokio B ScoW /—-?._. _

Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Prof, D, jonimar Pereira Paiva
Coordenador da Comissdo de Elica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Elica no Uso de Animais
Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

M GRS, Om T/ Campan 63 USRR] - Soropadcs - o 3¢ aners - OB 21000000 - tat 53 (21) 26823003 / fax:
Hordno d¢ atendimenta: 29 2 €4 422 8 3¢ 17N [ 3@ cosaiviPATLRe
SR NETIIATE
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Anexo B. Errata do Certificado de Aprovacdo na CEUA-IV-UFRRJ do estudo intitulado
“Eficacia Pulicida para Ctenocephalides felis felis e Carrapaticida para Rhipicephalus
sanguineus senso latu de um produto na Formulagdo “Spray” Contendo Fipronil Associado ao

Piriproxifen em Caes Artificialmente Infestados.”

£\ - —— ‘).
C E Comissao de Efica
no Uso de Animdais
U A INSTITUTO DE VETERINARIA - UFRR)

Seropédica 28 de outubro de 2015

ERRATA - DECLARACAO DE APROVACAO

Errata a declaracdo de aprovacdo do protocolo de numero 1633231015
encaminhado pelo Professor (a) do Departamento de Parasitologia Animal, Fabio
Barbour Scott. Informamos que o titulo correto do protocolo é “AVAUAGAO DA
EFICACIA PULGUICIDA PARA Ctenocephalides felis felis E CARRAPATICIDAPARA
Rhipicephalus sanguineus DO PRODUTO CP039 EM CAES SUBMETIDOS AO TESTE
CONTROLADO.” e 0 numero de animais aprovados foram 20 cdes, e ndo 16 como

esta escrito na declaragdo.

Jonimar Pereira Paiva

Vice-Coordenador CEUA-IV

BR 465, Km 7 - Campus da UFRRJ
Seropédica - Rio de Janeiro ~ CEP: 23.890-000
Telefone: (021) 2682-3051 E-mall: ceva.iv.ufrrj@gmail.com
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Anexo C. Valores das contagens individuais de carrapatos da especie Rhipicephalus
sanguineus, adultos, vivos e fixados recuperados sobre os cdes da raca Beagle do grupo e
controle e tratado com a associagdo do fipronil ao piriproxifen na formulagao “Spray”, médias,
desvios padrdes e eficacias do tratamento.

Numero de Carrapatos Adultos Vivos e Fixados Recuparados
D-5 D+2 D+7 D+14 D+21 D+28 D+35 D+42

Animal /Grupo

Controle

288437 41 43 38 46 41 32 35 29
394675 27 32 36 39 33 31 26 24
604418 21 30 33 35 26 38 23 27
503391 20 45 38 44 42 42 24 33
594686 12 14 36 16 23 13 23 24
459444 45 41 29 37 42 26 19 28
288441 16 28 41 43 43 42 24 29
Média A 26.008 33.29@ 35.862 37.142 35712 32.00% 24.86% 27.71%2
DP 1254 1083 3.89 10.12 840 10.28 4.95 3.15
Média G 23.652 31442 35672 35522 34792 30.202 24.4923 27572
Tratado

459366 42 5 8 9 4 6 5 4
604399 26 0 0 0 0 1 4 7
288438 21 2 1 2 3 3 8 4
604885 20 0 0 4 1 3 2 12
420437 14 5 9 4 3 2 1 7
595878 50 1 0 2 9 2 0 3
595950 13 2 0 2 10 3 3 2
Média A 26572 214> 257P 329P 429 286P 329b 557°b
DP 1416 2.12 4.08 2.87 3.82 1.57 2.69 3.41
Eficacia A % 9356 92.83 91.15 88.00 91.07 86.78 79.90
Média G 23.782 152bP 110P 252P 3.04° 261P 250P 490°P
Eficacia G% 95.16 96.92 9289 91.26 91.34 89.78 82.22
p-value 0,9489 0,0017 0,0017 0,0017 0.0017 0,0017 0,0017 0,0017

Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padrdo. Letras diferentes nas médias
significa que ocorreu diferenca estatistica (p<0,05).
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Anexo D. Valores das contagens individuais de pulgas vivas da espécie Ctenocephalides felis felis recuperadas de cdes da raca Beagle do grupo e
controle ¢ tratado com a associacao do fipronil ao piriproxifen na formulag¢ao “Spray”, médias, desvios padrdes ¢ eficacias do tratamento.

Numero de Pulgas Vivas Recuperadas

Animal /Grupo

D-5 D+2 D+7 D+14 D+21 D+28 D+35 D+42 D+49 D+56 D+63 D+70 D+77
Controle
288437 38 41 29 26 27 25 33 26 43 40 38 52 39
394675 32 27 22 52 36 38 30 37 45 38 40 37 42
604418 26 19 17 14 28 25 27 25 54 52 47 40 56
503391 55 22 47 18 41 30 41 58 36 40 36 39 30
594686 28 20 28 33 38 32 25 64 61 55 50 55 38
459444 26 22 15 20 27 29 22 37 39 35 49 40 48
288441 33 29 52 71 73 63 54 42 43 38 36 40 56
Média A 34.002 25.714 30.00° 334328 38572 345727 33142 41.29% 45862 425728 4229% 43.29% 44.14%2
DP 10.21 7.65 14.35 20.85 16.22 13.30 11.07 14.90 8.73 7.70 6.18 7.11 9.70
Média G 32,932 24,912 27.33% 28.822 36.382 32.93@ 31.79@ 39.11% 45202 42.03@ 4191 42.83% 43.23?
Tratado
459366 52 0 0 1 3 6 4 3 4 5 8 12 15
604399 25 0 0 0 0 1 2 1 6 6 4 6 11
288438 29 0 0 0 1 4 1 0 2 3 5 8
604885 26 0 0 0 0 2 5 2 1 4 3 9 10
420437 43 0 0 0 0 1 2 1 1 1 6 10 12
595878 57 0 0 0 0 4 0 0 0 0 2 4 6
595950 25 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1 7 7
Média A 36.712 0.00° 0.00° 0.14° 0.57° 2.86° 2.00° 1.00° 2.00° 2.71°b 4.14° 7.29° 9.86
DP 13.74 0.00 0.00 0.38 1.13 1.86 1.91 1.15 2.24 2.43 241 3.25 3.13
Eficacia A % 100.00 100.00 99.57 98.52 91.74 93.97 97.58 95.64 93.62 90.20 83.17 77.67
Média G 34.712 0.00° 0.00° 0.10° 0.35° 2.49° 1.46° 0.74° 1.37° 1.89° 3.63° 6.70° 9.47°
Eficacia G% 100.00 100.00 99.64 99.05 92.44 95.42 98.11 96.97 95.51 91.35 84.36 78.08
p-value 84,72 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,007 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017

Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padrao. Letras diferentes nas médias significa que ocorreu diferenca estatistica (p<0,05).
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Anexo E. Certificado de Aprovacdo na CEUA/IV-UFRRIJ do estudo intitulado “Eficacia
“Speed Of Kill” — Acdo Imediata — do Produto na Formulagdo “Spray” Contendo Fipronil
Associado ao Piriproxifen sobre Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus sanguineus senso
latu em Caes”

UFRRJ Comissdo de Eticano CY'E

Universidade Federal Rural Uso de Animals
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria U A A

CERTIFICADO

Cortifcamen que & progosts »erulods *Oetermnacho &5 ALy [Speed Of KNT ] ACke Imedists- Sos Progutos 0PO3Y € CPO3L Sotre
Puiga (Cresocephalioes feiy felis) ¢ Carrapato [Rivoicephalus sanguineus) amm Cles®, protocolads wob o CEUA #F 8907151016, w0
4 respocrsabitdade oe Fablo Barbour Scott ¢ equipe. Diefrey Ribeiro Campos: Resdogels Rodngues 10y Santos: Manigue Moraes
Lamber! - que envolve 3 DIoduclo, manutencho giou utiizecdo de animals pertencentes 20 Nlo Chordats, o0 Verlebrats
(#xCotn 0 hoonom), Dara fim de pesauisa Centifica ou emsino - esld de 3C0do <om o3 preceiton G Led 11 T4 de B de oututeo e
2008, com o Decreto ¢ 559 de 15 de ping g 2009, bem como ¢om 4a nodman ediadas peio Consetho Nacional de Controle de
Expecimentacdo Animal (CONCEA), & % aproveda pols Comissdo de Etica no Use de Anbmals da Imattoto de Vieterindla da
Universidade Federal Fursd 00 RIO O Janero (CEUWUFRA]) na reuntho de 1771072016

W Certly that the proposal “Determmation & Action “Soeed of I of CRO)Y ang CPODE Moducts ASout Mess (Ctenoteptulices
felis felis) and tich (Rhipatephalus sanguneus) In Dogs®, utilizing 54 Dogs (mailes and fermales), protocol mumber CEUA
2907151016, under the responubiity of Fablo Barbour Scott and tearm: Diefrey Ribeiro Canpus: Kosingela Aodrigues dos
Sontos; Monigue Movaes Lambert + which involves the production. maintenance dnd/or use of aremals belonging 1o the phytom
Chordata, subphyium Vertebrata (except numan beings), for scientfic research purposes or tedching - is in accordance with Lan
11.794 ¢f Oclober & 2008, Decree GBS of July 15, 2009, #5 wed as with the rules issued by the National Counct for Control of
Ankmai Experimentation ICONCEASL aod was approved Uy the Ettic Committee on Animal Use of the Veterinary imtitute of Rul
Federsl University of o de Janeied |CELWLFRA]) in the meeting of 101172016,

Finatcace 43 Progonts: Ponautss (ACadEmxe)

Vipgincia da Proposta: oe 112016 2 022037 Arca: Parsologis Aemal

Origer: Laboratoro de O ke Lape al o Parasitotogss Vetervdels da UFRRY
Espicie:  Ches sexg Machosefdmess  Made 1 abanes N W
Unhogene  Beoghon Mo Baddg

Lecal g0 enpetiments: Cardl Laper 3l ¢o Laborattnis O Duiminterapla Tapecimantal em Paraaliologh Velerindrls

Servpedica, 78 o jpncee ce 2018

Fokio T Scott /__a _

Pref, Dr_Fabio Barbour Scott Prof. Dr. josimar Perein Pali
Cootdenacor da Comissdo de EXica no Uso oe Anman Vice-Cooroemacor dp Comisto de Etica 00 Lo op Animals
Pol2Vio O Veterindoia ¢o Uiversicade Federal fural S0 Rio Se  Instuto de Vietorindels do Universidode Fodaral Rural do Wio do
Janeko Janewo
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Anexo F. Valores das contagens individuais de carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus, adultos, vivos e fixados recuperados sobre os cées
da raga Beagle do grupo e controle e tratado com a associa¢do do fipronil ao piriproxifen na formulagdo “spray”, nos tempos de duas, quatro e 24
horas apds tratamento/infestacoes.

Animal / 2 Horas Animal / 4 Horas Animal / 24 Horas

Grupo D-5 DO D+7 D+l4 D+21  Grupo D-5 DO D+7 D+l4D+21  Grupo D-5 DO D+7 D+14 D+21
Controle Controle Controle

595950 35 31 40 22 38 008601 26 23 36 26 31 044482 21 13 22 5 29

288376 12 24 38 43 37 288363 14 33 50 30 35 595779 10 25 21 26 35

044249 45 27 50 47 41 008413 30 34 32 48 41 288385 33 27 29 14 41

035750 22 25 44 31 42 459394 20 30 45 40 44 503439 18 24 20 23 38

458686 13 19 36 35 39 594533 14 22 45 38 39 103607 14 32 31 35 44

458736 12 21 31 38 39 458668 10 43 46 31 33 459366 12 26 30 32 29
Média A 23.17% 2452 39.832 362 39.33% Média A 192 30.83242.33235,5237.172 Média A 182 2452 2552 2252 362
DP 13.93 4.28 6.59 8.9 1.86 DP 1.77 7.78 6.83 8.04 5 DP 8.37 6.28 501 11.29 6.2
Média G 20.17%2 24223 39.42% 35022 39.32 MédiaG 17.75230.05241.85234.78 236.89 2 Média G 16.672 23.73 2512 19.272 35562
Tradado Tratado Tratado

594568 20 16 30 7 21 604238 24 33 33 26 39 595878 33 4 3

288361 16 37 24 17 21 458773 13 21 13 31 36 459444 12 4 1

257913 39 6 37 33 30 288429 40 13 27 26 30 604885 30 1 10 20 38

459368 24 19 38 32 33 104220 19 19 40 41 44 236368 21 3 4 27 26

288400 18 11 36 38 37 594686 14 5 15 31 28 288403 14 8 12 0 27

288438 12 15 29 23 38 595814 12 23 34 49 42 596143 11 2 15 10 8
Média A 2152 17332 32332 252 30  Média A 20.332  19b 27° 342 36.52 Meédia A 20.172 3.67° 7.50 9.67° 17.17°
DP 946 1063 554 1161 7.54 DP 10.63 9.47 10.9 9.17 6.44 DP 9.5 2.42 561 1157 15.2
Eficacia A % 29.25 18.83 30.56 23.73 Eficacia A% 38.38 36.22 4.23 1.79 Eficacia A % 85.03 70.59 57.04 5231
Média G 20.12 15.092 31.932 22,082 29.18° Média G 18.56 216.64°24.96 33.08236.022 Média G 18.462 3.19° 5.71° 3.85° 10.34°
Eficacia G % 37.64 18.95 36.94 25.74 EficaciaG % 4461 40.37 4.88 2.37 Eficacia G % 86.55 77.24 80.04 70.93
p-value 0,8719 0,0651 0,0538 0,1225 0,0104 0,8719 0,0374 0,0250 0,8710 0,8723 0,7223 0,0041 0,0135 0,0173 0,0107

Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padrao. Letras diferentes nas médias significa que ocorreu diferenca estatistica (p<0,05).

72



Anexo G. Valores das contagens individuais de pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis, adultas vivas recuperadas sobre os cées da raca
Beagle do grupo ¢ controle ¢ tratado com a associa¢ao do fipronil ao piriproxifen na formulagao “spray”, nos tempos de duas, quatro e 24 horas
apos tratamento/infestacoes.

Animal / 2 Horas 0 4 Horas . 24 Horas
Grupo D-5 DO D+7 D+14 D+21 D+28 D-5 DO D+7 D+14 D+21 D+28 D-5 DO D+7 D+14 D+21 D+28
Controle Controle Controle

595950 76 40 41 36 41 46 008601 49 42 51 21 36 71 044482 58 22 24 25 33 39
288376 94 62 47 52 58 52 288363 47 72 47 12 41 98 595779 40 21 22 31 36 36
44249 70 30 46 21 42 27 008413 28 32 22 23 51 36 288385 43 31 31 28 31 36
035750 58 26 62 28 38 77 459394 87 84 51 43 61 28 503439 72 45 21 22 43 78
458686 41 37 61 62 54 75 594533 88 89 78 34 45 41 103607 79 38 23 24 29 42
458736 46 62 83 72 68 34 458668 63 62 42 10 59 26 459366 51 21 24 21 33 36
Média A 64.172 42832 56.672 45.172 50.172 51.832 Média A 60.33263.52 48.5223.83248.832 502 Meédia A57.17229.67 224.17225.17 235.17 244,52

DP 19.84 1565 1545 20.06 11.77 20.68 DP 2381 228 1805 1273 9.97 2857 DP 1569 10.15 354 376 475 1659
MédiaG  61.65% 40.592 55.072 41.332 49.082 48.362 Média G 56.16 259.68 245.52 221.09 247.99 244.33 @ Média G 55.44 228.35223.98 224.95234.91 242,61 2
Tratado Tratado Tratado
594568 89 3 0 3 6 32 604238 38 6 0 1 3 16 595878 61 0 0 0 0 0
288361 74 45 0 16 15 18 458773 81 18 1 0 4 4 459444 90 0 0 0 0 0
257913 80 1 3 16 10 13 288429 49 2 0 0 6 604885 66 2 1 0 2 1
459368 93 5 0 1 8 0 104220 79 1 0 0 2 18 236368 33 1 1 0 1 0
288400 74 3 0 7 5 0 594686 85 8 7 2 12 5 288403 74 0 0 7 9 1
288438 74 0 0 1 3 1 595814 70 5 0 0 13 2 596143 41 0 2 0 4 7
MédiaA 80672 95° 05° 733 7.83P 10.67° MédiaA 672 6.67P 1.33° 05° 6.67° 833° MédiaA 60832 05° 067° 1.17° 2.67P 1.5°b
DP 843 1748 122 7.06 426 1293 DP 19.17 6.12 2.8 084 472 683 DP 2107 084 082 286 344 274
Eficacia A % 7782 99.12 83.76 84.39 79.42 EficaciaA % 895 9725 979 86.35 83.33 EficaciaA % 98.31 9724 9536 9242 96.63
MédiaG 80.322 355 026° 4.77° 7.02° 4.1° MédiaG 64.3824.92° 059° 035°P 551P 6.47° MédiaG 5762 0.35° 051° 041 1.59P 0.78°
Eficacia G % 91.26 9953 8845 857 9153 EficaciaG % 91.75 98.71 98.35 88.51 85.39 EficaciaG % 98.77 97.86 98.34 9545 98.17
p-value 0,1467 0,0250 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039 p-value 0,8099 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039 p-value  0,7488 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039

Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padrao. Letras diferentes nas médias significa que ocorreu diferenca estatistica (p<0,05).
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Anexo H. Certificado de Aprovagdo na CEUA-IV-UFRRJ do estudo intitulado “Eficacia do
Produto na Formulacdo “Spray” Contendo Fipronil Associado ao Piriproxifen Empregado em
Cées na Interrupcdo do Desenvolvimento de Ovo a Adulto (Acao IGR) de Ctenocephalides felis
felis.”

UFRRJ Comissao de Etica no C"E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  ||J /5 A

5

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta Intitulada "Avaliacdo da Eficécia do Produto CP039 Empregado em Cles na Interrupgdo do
Desenvolvimento de Ovo & Adulto (Agdo IGR) de Ctenocephalides fells felis”, protocolada sob o CEUA n® 4466191016, sob a
responsabilidade de Fabio Barbour Scott e equipe; Diefrey Ribeiro Campos; Monique Moraes Lamber; Rosdngela Rodrigues dos
Santos; Nathalia Alecrim Villela - que envolve a produ¢do, manutengdo e/ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com 0s preceitos da Lei 11.794 de
8 de outubro de 2008, com o Decrete 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagao Animat (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da instituto de
Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUAUFRR)) na reunido de 24/10/2016.

We certify that the propasal *Evaluation of the Effcacy of Product CPO39 on Dogs in Discontinuation of Development the Egg at
Adult (IGR Action) of Ctenocephalides felis felis®, utilizing 18 Dogs (males and females), protocol number CEUA 4466191016, under
the responsibility of Fablo Barbour Scott and team; Diefrey Ribeiro Campos; Monique Moraes Lamber; Rosdngela Rodrigues dos
Santos; Nathalla Alecrim Villela - which Involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chardata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - Is in accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural
Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) in the meeting of 10/24/2016.

Finalidade da Proposta; Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta; de 12/2016 a 03/2017 Area: Parasitologla Animal

Origem:  Laboratério de Quimioterapla Experimental em Parasitologla Veterindria da UFRR)
Espécie:  Cles sexo: Machos e Fémeas  idade: 1a6anos N 18

Unhagem: Beagles Peso: 62a20ky

Local do experimento: O experimento acontecerd nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapla Experimental em
Parasitologia Veterindria, que é um anexo do Departamento de Parasitologia Animal, do Instituto de Veterindria da UFRR],

Seropédica, 28 de janeiro de 2018

Fokio B Scot /——%_ =

Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Prof. Dr, jonimar Pereira Paiva
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissho de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR &3, K T/ Campuss 23 USR] - Seropdaics « fio S0 janeirs « CEF J3890.000 . tee 33 (21) 2683-3031
Horsno S atendiments: 293 60 3¢ § 32 17 [ eoall cosivinmn ty
CRUA N 42228191934
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Anexo |. Valores das contagens individuais de pulgas vivas da espécie Ctenocephalides felis felis recuperadas de caes da raga Beagle do grupo e
controle e tratado com a associac¢ao do fipronil ao piriproxifen na formulagado “spray”, médias, desvios padrdes e eficacias do tratamento.

Animal / Contagem de Pulgas

Grupo D-5 +2 +10 +17 +24 +31 +38 +45 +52 +59 +66 +73 +80 +87 +94 +101
Controle

288376 94 41 106 101 112 152 112 75 67 79 72 91 139 186 111 101
044249 70 53 87 76 89 102 82 92 35 24 39 43 119 49 71 52
035750 58 45 98 71 77 84 77 87 108 64 66 83 97 101 118 122
288363 47 53 72 83 121 96 85 103 60 39 63 51 82 121 88 93
594533 88 40 96 89 99 103 76 108 96 101 70 106 123 159 132 106
458668 63 37 80 97 100 143 66 71 72 54 60 101 88 177 106 99
Média A 70,008 44,83* 89,83* 86,17 99,67% 113,33% 83,008 89,332 73,008 60,172 61,672 79,17% 108,008 132,172 104,33* 95,502
DP 18,01 6,82 1256 11,74 15,72 27,46 1562 14,76 26,09 2768 11,94 26,28 22,38 52,23 21,81 23,47
Média G 68,092 44,42% 89,092 85502 98,622 110,732 81,902 88,322 68,762 54,482 60,522 75,022 106,092 121,102 102,302 92,522
Tratado

594568 89 0 0 0 1 2 0 0 4 2 30 13 32 57 83 80
288438 74 0 0 0 0 0 0 2 28 52 90 105 35 69 145 73
458773 81 0 0 0 0 5 0 6 16 5 43 37 27 53 49 97
288429 49 0 0 0 0 0 12 36 84 79 104 188 99 38 192 181
104220 79 0 0 0 0 4 2 21 42 41 33 49 22 113 63 107
595814 70 0 0 0 1 6 0 27 64 95 108 103 97 89 130 131
Média A 73,672 0,000 0,00° 0,00° 0,33° 283 233b 1533P 3967% 4567% 68,00% 82,50* 52,00° 69,83 110,33% 111,502
DP 13,71 0,00 0,00 0,00 0,52 2,56 480 1480 30,10 37,86 36,53 63,37 3591 27,18 54,79 39,79
Eficacia A % # 100,00 100,00 100,00 99,67 97,50 97,19 82,84 4566 2410 000 000 51,85 47,16 0,00 0,00
Média G 72,462 0,00° 0,00° 0,00° 0,26° 1,93P 0,84° 784" 27922 24982 59,352 60,75% 43,24° 6566° 98,872 106,282
EficaciaG %  # 100,00 100,00 100,00 99,74 98,26 98,97 91,12 5939 5415 194 19,02 59,24 4578 3,36 0,00
p-value 0,6998 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039 <0,0001 0,0675 0,4663 0,7005 0,9076 0,0088 0,0267 0,8082 0,4160

Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padréo. Letras diferentes nas médias significa que ocorreu diferenca estatistica (p<0,05).
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Anexo J. Valores das contagens individuais de ovos de pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis recuperadas de cées da raca Beagle do grupo
¢ controle ¢ tratado com a associagdo do fipronil ao piriproxifen na formulagdo “spray”, médias, desvios padroes e eficacias do tratamento.

Animal / Recupe racéo de Ovos

Grupo +2 +10 +17 +24 +31 +38 +45 +52 +59 +66 +73 +80 +87 +94 +101
Controle
288376 44 51 50 43 48 63 100 112 43 53 117 76 93 35 186
044249 45 56 54 49 45 65 11 6 23 152 104 26 121 101 31
035750 43 42 48 61 56 57 242 63 61 68 122 201 172 145 208
288363 49 47 47 53 57 51 142 110 127 117 135 111 207 42 227
594533 51 60 53 42 46 49 102 141 212 144 129 79 258 112 197
458668 44 40 60 54 49 69 93 163 30 101 280 94 166 243 147
Média A 46,002 49,332 52,002 50,33% 50,472 59,00& 115,002 99,172 82,672% 105832 147,83% 97,832 169,502 113,00% 166,00°
DP 3,22 7,84 477 7,20 5,12 8,00 75,57 56,74 73,58 39,90 65,62 58,00 59,10 76,41 71,32
Média G 45912 48,832 51832 4991% 49962 5855% 85112 70,252 60,732 98,92% 139,13% 83,242 160,662 91,73@ 14145°?
Tratado
594568 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 60 20 31 30 31
288438 0 0 0 0 0 0 0 0 101 90 106 86 51 70 68
458773 0 0 0 0 0 0 0 0 0 56 20 37 14 76 62
288429 0 0 0 0 0 0 0 3 20 13 23 15 52 121 67
104220 0 0 0 0 0 0 0 72 131 0 225 59 198 76 29
595814 0 0 0 0 0 0 0 0 171 182 392 104 256 419 34
Média A 0,00P 0,00° 0,000 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 12,50° 70,502 56,832 137,672 53,502 100,332 132,002 48,50°
DP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 29,17 73,73 70,92 145,84 36,09 100,80 143,53 18,98
Eficacia A % 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 87,39 14,72 46,30 6,88 45,32 40,81 0,00 70,78
Média G 0,00 0,00° 0,00 ° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 1580 18,112 14,392 80,462 42,74% 62,832 92512 4536°
Eficacia G % 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 97,76 70,19 85,45 42,17 48,66 60,89 0,00 67,93
p-value 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039 0,0039 0,0104 0,7806 0,1709 0,8793 0,1429 0,1776 0,7488 0,0306

Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padrdo. Letras diferentes nas médias significa que ocorreu diferenca estatistica (p<0,05).
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Anexo K. Numero de ovos de pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis incubados para avaliacdo do percentual de evolucdo de ovo a adulto.

Total de ovos incubado por repeticdo

Ag'rrl:‘;(')/ 2 +10 117 124 +31 138

RIL R2Z  RL R2 ® RIL R : R R ® R R : R R =
Controle
288376 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40
044249 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40
035750 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40
288363 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40
504533 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40
458668 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40
MédiaA 2000 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00
DP 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
MédiaG 2000 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00
Tratado
504568 o o o ©o0 ©O0O O o0 o O0oO ©0 ©0 0 0 0 0 0 0 0
288438 o o o ©o0 O O o0 o O0O ©O0O ©0 0 0 0 0 0 0 0
458773 o o o ©o0 O O o0 o O0O ©O0O ©0 0 0 0 0O 0 0 0
288429 o o o ©o0 ©O0O o0 o0 o0 O0O ©0O ©0 0 0 0 0 0 0 0
104220 o o o ©o0 ©O0 O o0 o O0O O0O ©0 0 0 0 0 0 0 0
595814 o o o ©0 O O o0 o O0O ©O0O ©0 0 0 0 0O 0 0 0
MédiaA 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
DP 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
MédiaG 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00

2 = Somatorio; Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padrio.
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Anexo K. Numero de ovos de pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis incubados para avaliacdo do percentual de evolugdo de ovo a adulto.

(continuacao 1).

Total de ovos incubado por repeticao

Ag:’rLT;cI)/ +45 +52 +59 +66 +73 +80
R1 R2 2z R1 R2 Z R1 R2 Z R1 R2 2, R1 R2 2z R1 R2 2z

Controle

288376 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40
044249 11 0 11 6 0 6 20 3 23 20 20 40 20 20 40 20 6 26
035750 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40
288363 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40
594533 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40 20 20 40
458668 20 20 40 20 20 40 20 10 30 20 20 40 20 20 40 20 20 40
Média A 18,50 16,67 35,17 17,67 16,67 34,33 20,00 15,50 35,50 20,00 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00 20,00 17,67 37,67
DP 367 816 11,84 572 8,16 1388 000 7,31 7,31 0,00 000 000 000 000 000 000 572 5,72
Média G 18,13 11,64 32,41 16,49 11,64 29,54 20,00 13,30 34,79 20,00 20,00 40,00 20,00 20,00 40,00 20,00 16,49 37,24
Tratado

594568 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 20 40 20 0 20
288438 0 0 0 0 0 0 20 20 40 0 0 0 20 20 40 20 20 40
458773 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 20 40 20 0 20 20 17 37
288429 0 0 0 3 0 3 20 0 20 13 0 13 20 3 23 15 0 15
104220 0 0 0 20 20 40 40 20 60 0 0 0 20 20 40 20 20 40
595814 0 0 0 1 0 1 40 20 60 20 20 40 20 20 40 20 20 40
Média A 0,00 o000 0,00 400 333 7,33 20,00 10,00 30,00 8,83 6,67 1550 20,00 13,83 33,83 19,17 12,83 32,00
DP 0,00 o000 0,00 792 8,16 16,05 17,89 10,95 2757 10,01 10,33 19,63 0,00 9,60 9,60 2,04 10,01 11,40
Média G 0,00 o000 o000 13 066 163 851 358 11,14 328 1,76 4,35 20,00 859 32,54 19,07 6,42 29,96

2 = Somatorio; Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padrio.
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Anexo K. Numero de ovos de pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis incubados para avaliacdo do percentual de evolugdo de ovo a adulto.

(continuacao 2).

Total de ovos incubado por repeticdo

Animal / 187 194 +101
e RIL R2 f RI R2 : RI R2 %
Controle

288376 20 13 33 18 15 33 18 13 31
044249 17 14 31 19 16 35 16 8 24
035750 16 13 29 17 13 30 20 13 33
288363 11 18 29 16 14 30 16 19 35
594533 19 14 33 18 19 37 13 16 29
458668 16 17 33 17 13 30 14 15 29
MédiaA 16,50 14,83 31,33 17,50 15,00 32,50 16,17 14,00 30,17
DP 315 214 197 105 228 302 256 3,69 3,82
MédiaG 1624 14,72 31,28 17,48 14,87 32,39 16,01 13,58 29,96
Tratado

594568 20 11 31 20 10 30 20 11 31
288438 20 20 40 20 20 40 20 20 40
458773 14 0 14 20 20 40 20 20 40
288429 20 20 40 20 20 40 20 20 40
104220 20 20 40 20 20 40 20 9 29
595814 20 20 40 20 20 40 20 14 34
MédiaA 19,00 15,17 34,17 20,00 18,33 38,33 20,00 15,67 35,67
DP 245 826 1052 0,00 4,08 4,08 000 501 501
MédiaG 18,85 10,52 32,27 20,00 17,85 38,13 20,00 14,98 35,37

Y = Somatoério; Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padrao.
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Anexo L. Valores de pulgas adultas da espécie Ctenocephalides felis felis recuperados dos ovos eclodidos, médias e desvios padrdes.

Total de pulgas adultas recuperadas dos ovos eclodidos

érr‘l'jgg' / 2 10 117 124 +31 138
R1 R2 % R1 R2 % R1 R2 % R1 R2 7 R1 R2 2z R1 R2 2z

Controle

288376 18 17 35 16 14 30 20 13 33 17 19 36 15 15 30 18 15 33
044249 20 16 36 20 17 37 13 20 33 20 14 34 16 13 29 12 14 26
035750 16 20 36 18 19 37 18 16 34 19 15 34 20 16 36 11 17 28
288363 16 17 33 20 16 36 17 18 35 16 17 33 18 16 34 16 17 33
594533 17 19 36 17 15 32 16 17 33 18 14 32 19 17 36 20 15 35
458668 15 17 32 19 16 35 20 14 34 20 19 39 20 18 38 12 14 26
Média A 17,00 17,67 34,67 18,33 16,17 34,50 17,33 16,33 33,67 18,33 16,33 34,67 18,00 15,83 33,83 14,83 15,33 30,17
DP 1,79 151 175 163 1,72 288 266 258 082 163 234 250 210 1,72 360 3,71 137 3,97

Média G 16,93 17,62 34,63 18,27 16,10 34,40 17,16 16,17 33,66 18,27 16,20 34,60 17,90 15,76 33,67 14,48 15,29 29,96

Tratado

594568 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
288438 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
458773 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
288429 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
104220 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
595814 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Média A 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 0,00 000 0,00 000 0,00 000 0,00 0,00 0,00
DP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 0,00 000 0,00 000 0,00 000 0,00 000 0,00

Média G 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 0,00 000 000 0,00

Y = Somatoério; Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padrao.



Anexo L. Valores de pulgas adultas da espécie Ctenocephalides felis felis recuperados dos ovos eclodidos, médias e desvios padrdes (continuagdo
1).

Total de pulgas adultas recuperadas dos ovos eclodidos

é’r‘l';;‘g' / +45 +52 +59 +66 +73 +80
RL RZ £ RL RZ X RL RZ X RlL R I RlL R2Z : RI R2 x

Controle

288376 16 11 27 18 15 33 13 15 28 16 17 33 17 16 33 18 13 31
044249 9 0o 9 6 0 6 15 3 18 15 18 33 18 13 31 14 12 26
035750 13 12 25 17 13 30 14 16 30 16 14 30 15 16 31 16 18 34
288363 17 15 32 19 17 36 18 17 35 20 17 37 16 14 30 15 13 28
594533 15 13 28 16 18 34 14 19 33 19 15 34 18 17 35 12 15 27
458668 10 18 28 14 16 30 16 5 21 19 19 38 16 12 28 15 17 32
MédiaA 1333 11,50 24,83 1500 13,17 28,17 15,00 12,50 27,50 17,50 16,67 34,17 16,67 14,67 31,33 1500 14,67 29,67
DP 327 616 808 473 668 1111 179 675 672 207 186 293 121 197 242 200 242 314

Média G 13,00 8,34 23,22 14,17 9,45 24,82 14,92 10,53 26,78 17,40 16,58 34,06 16,63 14,56 31,26 14,89 14,51 29,53

Tratado

594568 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 12 21 14 0 14
288438 0 0 0 0 0 0 6 4 10 10 4 14 7 6 13 14 16 30
458773 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11 6 17 13 0 13 12 9 21
288429 0 0 0 3 0 3 10 0 10 8 0 8 19 3 22 10 0 10
104220 0 0 0 1 2 3 6 3 9 0 0 0 11 10 21 12 17 29
595814 0 0 0 0 0 0 5 4 9 9 2 11 15 8 23 16 13 29
Média A 0,00 0,00 0,00 067 033 1,00 450 1,83 6,33 6,33 200 8,33 12,33 6,50 18,83 13,00 9,17 22,17
DP 0,00 0,00 000 1,21 082 155 389 2,04 493 501 253 7,12 432 446 458 210 7,63 8,61

Média G 0,00 0,00 0,00 041 0,20 059 285 1,15 3,79 3,78 1,17 455 11,75 4,75 18,34 12,87 4,92 20,59
Y = Somatoério; Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padrao.
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Anexo L. Valores de pulgas adultas da espécie Ctenocephalides felis felis recuperados dos ovos eclodidos, médias e desvios padrdes (continuagdo
2).

Total de pulgas adultas recuperadas dos ovos eclodidos

Animal / 187 194 +101
e RIL R2 f RI R2 : RI R2 %
Controle

288376 20 13 33 18 15 33 18 13 31
044249 17 14 31 19 16 35 16 8 24
035750 16 13 29 17 13 30 20 13 33
288363 11 18 29 16 14 30 16 19 35
594533 19 14 33 18 19 37 13 16 29
458668 16 17 33 17 13 30 14 15 29
MédiaA 16,50 14,83 31,33 17,50 15,00 32,50 16,17 14,00 30,17
DP 315 214 197 105 228 302 256 369 382

Média G 16,24 14,72 31,28 17,48 14,87 32,39 16,01 13,58 29,96

Tratado

594568 17 8 25 16 6 22 13 6 19
288438 14 12 26 18 20 38 19 12 31
458773 13 0 13 19 13 32 11 12 23
288429 10 13 23 17 14 31 16 11 27
104220 11 12 23 16 13 29 10 3 13
595814 15 14 29 18 14 32 10 6 16
Média A 13,33 9,83 23,17 17,33 13,33 30,67 13,17 8,33 21,50
DP 258 523 546 121 4,46 520 3,66 3,83 6,80

Média G 13,14 7,27 22,53 17,30 12,66 30,29 12,80 7,57 20,63
Y = Somatoério; Média A = Média Aritmética; Média G= Média Geométrica; DP = Desvio Padrao.
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