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RESUMO

BORGES, Debora Azevedo. Fluazuron no Controle do Carrapato Amblyomma sculptum:
Eficacia, Farmacocinética e Palatabilidade Utilizando o Porquinho-da-india Como
Modelo Experimental. 2023. 115. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias) Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

O carrapato Amblyomma sculptum é conhecido pelo fato de sua picada causar lesdes
extremamente pruriginosas e por ser a espécie transmissora da bactéria Rickettsia rickettsii,
causadora da Febre Maculosa Brasileira no homem. Qualquer uma de suas fases parasitarias
podem ser encontradas em animais domésticos, selvagens e até mesmo no homem, mas a
capivara ¢ um de seus hospedeiros preferenciais. Devido a semelhanga da capivara com
porquinhos-da-india, esta segunda espécie foi utilizada para a execucdo desse trabalho em
substituicdo a primeira. O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a eficacia do fluazuron no
controle do carrapato A. sculptum em porquinhos-da-india infestados artificialmente com larvas
do carrapato. Para isso, o trabalho foi dividido em seis etapas que ocorreram de forma
cronoldgica (Estudo 1 ao VI). No Estudo | foi determinada a influéncia de trés diferentes doses
de fluazuron administrado por gavagem na concentracdo plasmatica e na eficacia no controle
de A. sculptum em porquinhos-da-india. No Estudo 11 foi realizada a farmacocinética descritiva
do fluazuron ap6s sua administracdo por gavagem para porquinhos-da-india. Com os resultados
obtidos nos dois primeiros estudos, no Estudo I11, foram desenvolvidas diferentes formulacdes
em isca que passaram por avaliagdes das caracteristicas organolépticas e de resisténcia a
diferentes temperaturas e umidades. O fluazuron foi incorporado na formulacdo escolhida, que
passou por testes de uniformidade de dose. Em seguida, foi realizado o Estudo IV para avaliar
a palatabilidade da formulacdo desenvolvida para porquinhos-da-india, onde foram oferecidas
iscas contendo (grupo tratado) e ndo contendo (grupo placebo) fluazuron. No Estudo V as iscas
foram administradas para porquinhos-da-india para determinar a farmacocinética descritiva do
fluazuron, seguindo a mesma metodologia aplicada no Estudo Il. Por fim, a Gltima etapa
(Estudo V1), determinou a eficécia da isca contendo fluazuron administrada para porquinhos-
da-india no controle do carrapato A. sculptum. Nesta etapa, os animais foram divididos em
grupos onde cada um recebeu a isca contendo fluazuron em dose Unica em dias experimentais
pré-infestacdo distintos. No Estudo |, os resultados de eficacia mostraram que mesmo a dose
mais baixa alcancou 100% de eficicia contra a muda das larvas ingurgitadas. Quanto a
biodisponibilidade plasmatica, ocorreu um aumento na concentracdo plasmatica de fluazuron
com o0 aumento da dose no dia +1. No entanto, do dia +4 até o Gltimo dia de avaliacdo (+21),
as concentracfes plasmaticas médias nao diferiram significativamente entre os grupos. Nos
Estudos Il e V, as concentracfes plasmaticas de fluazuron aumentaram rapidamente, indicando
absorcéo rapida e eliminacdo lenta. Os resultados permitiram o desenvolvimento de uma isca
resistente a diferentes temperaturas e umidade, a qual o fluazuron foi incorporado e aprovado
nos testes de uniformidade de dose (Estudo I11). No Estudo IV as iscas placebo e tratado foram
palataveis para porquinhos-da-india em, pelo menos, 92% das vezes. A eficécia obtida das iscas
foi 64,99% para os animais tratados 21 dias antes da infestacdo, de 61,88% para 0s animais
tratados 14 dias antes da infestacdo e de 59,31% para 0s animais tratados 7 dias antes da
infestacdo. O fluazuron foi eficaz no controle do carrapato A. sculptum em porquinhos-da-india.

Palavras-chave: Controle de carrapatos, carrapato estrela, benzoilfenil ureias.



ABSTRACT

BORGES, Debora Azevedo. Fluazuron in the Control of Amblyomma sculptum Tick:
Efficacy, Pharmacokinetics and Palatability Using the Guinea Pig as an Experimental
Model. 2023. 115. Thesis (PhD in Veterinary Sciences) Veterinary Institute, Department of
Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

The tick Amblyomma sculptum is known for the fact that its bite causes extremely itchy
lesions and for being the transmitting species of the bacterium Rickettsia rickettsii, which causes
Brazilian Spotted Fever in humans. Any of its parasitic stages can be found in domestic and
wild animals and even in humans, but the capybara is one of its preferred hosts. Due to the
similarity between capybaras and guinea pigs, this second species was used to carry out this
work, replacing the first one. The general objective of this work was to evaluate the efficacy of
fluazuron in the control of the tick A. sculptum in guinea pigs artificially infested with larvae.
The work was divided into six stages that occurred chronologically (Study I to VI). In Study I,
the influence of three different doses of fluazuron administered by gavage on plasma
concentration and efficacy in controlling A. sculptum in guinea pigs was determined. In Study
I1, the descriptive pharmacokinetics of fluazuron was performed after its administration by
gavage to guinea pigs. With the results obtained in the first two studies, in Study I11, different
bait formulations were developed that underwent evaluations of organoleptic characteristics
and resistance to different temperatures and humidity. Fluazuron was incorporated into the
chosen formulation, which underwent dose uniformity tests. Subsequently, Study IV was
conducted to assess the palatability of the formulation developed for guinea pigs, where baits
containing fluazuron (treated group) and placebo group (not treated) were offered. In Study V
the baits were administered to guinea pigs to complete the descriptive pharmacokinetics of
fluazuron, following the same methodology applied in Study I1. In this step, the animals were
divided into groups where each received the bait containing fluazuron in a single dose on
different pre-infestation experimental days. In Study I, the efficacy results showed that even the
lowest dose achieved 100% efficacy against molting engorged larvae. As for plasma
bioavailability, there was an increase in the plasma concentration of fluazuron with the increase
in dose on day +1. However, from day +4 to the last day of evaluation (+21), mean plasma
concentrations did not differ significantly between groups. In Studies Il and V, fluazuron
plasma concentrations increased rapidly, indicating rapid absorption and slow elimination. The
results allowed the development of a bait resistant to different temperatures and humidity,
which fluazuron was incorporated and approved in the dose uniformity tests (Study IlI). In
Study IV the placebo and treated baits were palatable to guinea pigs at least 92% of the time.
In Study VI, the efficacy obtained was 64.99% for the treated animals 21 days before the
infestation, 61.88% for the animals treated 14 days before the infestation and 59.31% for the
animals treated 7 days before the infestation. Fluazuron was effective in controlling the A.
sculptum tick in guinea pigs.

Key words: Tick control, star tick, benzoylphenylureas.
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1 INTRODUCAO

O carrapato Amblyomma sculptum é um ixodideo pertencente ao Complexo
Amblyomma cajennense e qualquer uma de suas fases parasitarias podem ser encontradas
em animais domésticos, selvagens e até mesmo no homem. E conhecido pelo fato de sua
picada causar lesdes extremamente pruriginosas e por ser a espécie transmissora da
bactéria Rickettsia rickettsii, causadora da Febre Maculosa Brasileira (FMB) no homem.
Esta espécie pode ser encontrada em varias areas da América do Sul.

Diversas espécies de carrapatos com esse mesmo perfil de parasitar diferentes
hospedeiros (incluindo animais selvagens) e atuar como vetores de agentes patogénicos
ao homem, podem ser encontradas em outros continentes.

O controle de ectoparasitos em animais selvagens, principalmente roedores, é
complexo, j& que sdo animais que se reproduzem rapidamente, muitos vivem em locais
remotos e inacessiveis e cada espécie de roedor pode possuir um comportamento
diferente. Esses fatores fazem com que seja necessario conhecer o hospedeiro-alvo afim
de implementar medidas especificas para o controle de ectoparasitos em cada espécie de
hospedeiro.

Alguns estudos ja foram realizados a campo com o objetivo de controlar
ectoparasitos em roedores, mas 0s autores ainda se deparam com muitas dificuldades que,
as vezes, comprometem os resultados esperados. Muitos desses problemas poderiam ser
minimizados se, primeiramente, fossem realizados estudos controlados, com infestages
artificiais e utilizando uma espécie de roedor (animal de laboratério) como modelo
experimental.

Atualmente o animal mais utilizado na experimentacdo animal e considerado seu
simbolo é o camundongo. No entanto, um outro roedor, por ter sido utilizado para fins de
pesquisa desde o século XVIII, foi considerado por muito tempo o simbolo da
experimentacao animal: o porquinho-da-india.

Na lingua inglesa ¢ chamado de “guinea pig”, mas em portugués ¢ conhecido,
principalmente, por “porquinho-da-india” ou por “cobaia”. Devido a sua popularidade na
pesquisa, tanto o termo em inglés quanto o ultimo termo em portugués sao
frequentemente utilizados para se referenciar a qualquer animal, inclusive humanos, que

sejam objeto de experimentacao.



Apesar de ser um roedor, sua susceptibilidade a infec¢des e a semelhanca de seu
sistema imunoldgico ao do humano, os tornaram modelos experimentais ideais para
estudos de doencas infecciosas.

Além dos humanos, também possui muitas semelhancas com outros roedores,
como por exemplo, as capivaras. Ambos pertencem a mesma familia (Caviidae) e
compartilham muitas caracteristicas anatdmicas, fisiologicas e comportamentais. No
entanto, enquanto os porquinhos-da-india pesam entre 0,5 e 1,5kg, as capivaras pesam
cerca de 80kg. Quem ja viu um porquinho-da-india e uma capivara, provavelmente notou
que o primeiro parece uma miniatura do segundo.

Essa semelhanca pode abrir precedentes para o uso do porquinho-da-india como
modelo experimental em estudos em substituicdo a capivara, em um primeiro momento.

Estudos em capivaras sdo necessarios, por exemplo, para o controle do carrapato
A. sculptum, um de seus principais ectoparasitos. No entanto, o controle de carrapatos em
capivaras é complexo, pois sdo animais semiaquaticos, o que impossibilita o uso de
acaricidas topicos. Por serem animais selvagens, a administracdo de acaricidas por outras
vias (injetavel ou oral) implica na necessidade de sua captura, dificultando ainda mais
este processo.

Inicialmente, para o caso do controle de carrapatos, o uso de porquinhos-da-india
em substituicdo as capivaras em um estudo controlado é mais palpavel, devido ao custo
mais baixo, por ndo precisar de instalacdes tdo grandes e por serem animais de mais facil
manejo, ja que sdo mais doceis e de menor tamanho.

Dentre os trabalhos com controle de carrapatos em animais selvagens publicados
até hoje, muito se observa uso de moléculas com atividade na sintese de quitina de
artropodes funcionando de forma eficaz, como por exemplo, o fluazuron.

Com isso, diante da necessidade de desenvolver métodos de administracdo de
carrapaticidas para o controle de A. sculptum em capivaras, tendo em vista sua relevancia
para a salde publica, desenvolveu-se este estudo.

O objetivo geral priméario deste trabalho foi avaliar a eficacia do fluazuron no
controle de A. sculptum em porquinhos-da-india, tendo como objetivos especificos: 1-
Determinar a influéncia de trés diferentes doses de fluazuron administrado por gavagem
na concentragdo plasmatica e na eficacia no controle de A. sculptum em porquinhos-da-
india (andlises farmacocinéticas e farmacodindmicas — PK/PD); 2- Determinar a
farmacocinética descritiva do fluazuron administrado por gavagem em porquinhos-da-

india; 3- Desenvolver uma formulagdo em isca contendo fluazuron, palatavel e resistente
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a diferentes temperaturas e umidades; 4- Avaliar a aceitacdo voluntaria da formulagéo
desenvolvida para porquinhos-da-india; 5- Determinar a farmacocinética descritiva do
fluazuron apo6s administracdo da isca palatvel para porquinhos-da-india; 6- Avaliar a
eficacia no controle de A. sculptum em porquinhos-da-india ap6s a administracéo da isca.
E, por fim, como objetivo secundario, verificar o potencial do uso de porquinhos-da-india
como modelo experimental para avaliagGes iniciais da administracdo de farmacos para o

controle de carrapatos em roedores selvagens.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Carrapatos e Sua Importancia

Os carrapatos estdo amplamente distribuidos em todos os continentes, totalizando
cerca de 951 espécies e sdo divididos em trés familias (Ixodidae, Argasidae e
Nuttalliellidae) (DANTAS-TORRES et al., 2018).

Os pertencentes a familia Ixodidae sdo conhecidos por “carrapatos duros”, devido
a sua regido dorsal ser recoberta total ou parcialmente por quitina (GUGLIELMONE;
ROBBINS, 2018). Totalizam 733 espécies (DANTAS-TORRES et al., 2018), sendo 120
de ocorréncia em regiGes neotropicais e possuindo 0s géneros de maior importancia
médica e médico-veterinaria: Ixodes spp., Amblyomma spp., Rhipicephalus spp.,
Dermacentor spp.., Haemaphysalis spp., Cosmiomma spp., Aponomma spp., Margaropus
spp., Rhipicentor spp. e Hyalomma spp (BRITES-NETO et al., 2015).

J& o0s “carrapatos moles”, pertencem a familia Argasidae, que é composta por
aproximadamente 216 espécies. A familia Nuttalliellidae possui uma Unica espécie
(DANTAS-TORRES et al., 2018).

Os ixodideos se alimentam obrigatoriamente de sangue de vertebrados,
principalmente mamiferos, mas também € possivel encontra-los em aves, répteis e
anfibios (FURLONG, 2005). Podem ser responsaveis por lesbes cutaneas, anemia,
inoculacdo de toxinas e transmissdo de patdgenos, podendo levar o hospedeiro a morte.
Tais efeitos variam conforme a espécie do carrapato (RODRIGUES et al., 2015;
MORAES-FILHO, 2017).

Os carrapatos sdo considerados o principal grupo de vetores de importancia para
animais e o segundo mais importante para humanos. Esses ectoparasitos sao potenciais
transmissores de agentes patogénicos aos humanos, o que tém despertado o interesse na
salde publica (JONGEJAN; UILENBERG, 2004).

As espécies de carrapatos que infestam os animais domésticos sdo mais estudadas
do que as que infestam a fauna silvestre. No entanto, os roedores, por exemplo, fazem
parte da fauna silvestre e sdo fortemente incriminados por atuar como reservatorios de
agentes patogénicos e dispersores de ectoparasitos, principalmente em areas publicas
proximas a vegetacdo, em varios paises (BOULANGER et al., 2019; YOSHII, 2019;
EISEN, 2021; GONCALVES et al., 2021). Sao frequentemente parasitados por ixodideos



como o0s do género Amblyomma, principalmente nos estagios imaturos
(GUGLIELMONE; NAVA, 2011; MARTINS et al., 2016).

A importancia dos carrapatos se reflete nos esforgos de diferentes paises ao longo
de mais de um século tentando controlar ou erradicar carrapatos e doencas transmitidas
por carrapatos. O uso massivo de ectoparasiticidas colocou o carrapato da espécie R.
microplus no sexto lugar no ranking mundial de artrdpodes mais resistentes
(RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2018). Na pecuaria, o impacto econdmico causado pelo
carrapato do boi Rhipicephalus microplus, em 2014, chegava a 3.247 bilhdes de ddlares
por ano (GRISI et al., 2014).

O uso excessivo e indevido de ectoparasiticidas, além de causar resisténcia na
populagéo de carrapatos exposta, pode se tornar perigoso para 0s animais, alimentos, meio

ambiente e, consequentemente, para 0 homem (LEON et al., 2020).

2.2 O Complexo Amblyomma cajennense

Um estudo realizado por Nava et al. (2014) demonstrou, que Amblyomma
cajennense, deve ser considerado um complexo de seis espécies: A. cajennense,
Amblyomma mixtum, Amblyomma sculptum, Amblyomma tonelliae, Amblyomma
interandinum e Amblyomma patinoi. Cada uma das espécies relatadas tem uma
distribuicdo geogréfica distinta. A nova classificagdo determinou que A. cajennense, a
fim de evitar confusdes devido a possuir 0 mesmo nome do complexo (complexo
Amblyomma cajennense), fosse chamado de Amblyomma cajennense sensu stricto.

Portanto, A. cajennense s.s. € encontrado na regido Amazoénica da América do Sul,
englobando Venezuela, Guianas e parte do Brasil (Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins).
A espécie A. interandinum é encontrada no Peru; A. mixtum é encontrada desde o Texas
(EUA) até oeste do Equador; A. patinoi é encontrada somente na Colémbia; A. tonelliae
é encontrado na Argentina, Bolivia e Paraguai; e A. sculptum é encontrado na Argentina,
Bolivia, Paraguai e areas peri-amazoOnicas no Brasil (Rio de Janeiro, Espirito Santo,
Minas Gerais, S&o Paulo, Parand, Pernambuco, Piaui, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul

e Goias) (Figura 1).



Figura 1. Distribuicdo geografica das seis espécies pertencentes ao Complexo
Amblyomma cajennense de acordo com Nava et al., 2014. *Amblyomma cajennense s.s.;
tAmblyomma tonelliae n. sp.; ¥Amblyomma interandinum n. sp.; #Amblyomma patinoi
n. sp.; Amblyomma mixtum; OAmblyomma sculptum (NAVA et al., 2014).

2.3 O Carrapato Amblyomma sculptum

Um dos carrapatos de maior importancia no Brasil € A. sculptum (antes conhecido
por A. cajennense), chamado popularmente como “carrapato estrela” (forma adulta) e
“micuim” (forma larval), pode ser encontrado em varias espécies de animais, inclusive
em humanos. Por ser a principal espécie associada aos homens, ele é o principal
transmissor da bactéria Rickettsia rickettsii, agente etiolégico da Febre Maculosa
Brasileira (FMB) (LABRUNA et al., 2002).

A transmissdo dessa bactéria ocorre atraves da picada do carrapato em qualquer
uma de suas fases (larva, ninfa e adulto) (DEL FIORI et al., 2010).

2.3.1 Taxonomia
O carrapato A. sculptum pertence ao filo Arthropoda, classe Arachnida, subclasse
Acarina, Ordem Ixodida e familia Ixodidae (BARROS-BATTESTI et al., 2006).



2.3.2 Morfologia

Assim como as demais espécies do género Amblyomma, A. sculptum possui
hipostdmio e palpos longos (principalmente o segundo articulo, que é mais que o dobro
do tamanho do terceiro), base do capitulo retangular e escudo ornamentado (ONOFRIO
et al., 2006).

Os carrapatos do complexo A. cajennense compartilham diversas caracteristicas
morfolégicas semelhantes, sendo essa a principal dificuldade de diferenciacdo das
especies (NAVA et al., 2014).

Todas as seis espécies, tanto machos quanto fémeas, possuem sulco marginal
completo delimitando os festfes até o nivel dos olhos, olhos achatados, palpos alongados
com espinho ventral pequeno e rombo projetando-se posteriormente no articulo I,
denticdo hipostomal 3:3, auséncia de espinhos no trocanter | e nos metatarsos Il-1V, coxa
I com dois espinhos, sendo o externo mais longo que o interno (NAVA et al., 2014).

A coxa IV dos machos possui um espinho longo e reto que ndo atinge o nivel do
anus. As fémeas possuem um espinho em forma de crista nas coxas Il e 111 e um pequeno
espinho visivel na coxa IV (NAVA et al., 2014).

Os machos de A. cajennense s.s. e A. sculptum nédo sdo facilmente distinguiveis,
diferente das fémeas. A principal diferenca entre elas pode ser observada no formato da
abertura genital, na qual A. cajennense s.s. possui formato de “V”, enquanto as fémeas A.
sculptum possuem uma abertura genital em forma de “U”. Além da diferenciacdo das
fémeas, também é importante levar em consideracéo a origem geografica, ja que ela pode

ajudar a corroborar na distingdo entre essas 2 espécies (NAVA et al., 2014).

2.3.3 Biologia

O carrapato A. sculptum é mais comum na regido sudeste do Brasil, como ja dito
anteriormente, possui ciclo de vida trioxeno, com as fases de ovo, larva, ninfa e adulto
(ONOFRIO et al., 2006). Sua alimentacdo ocorre através da hematofagia em diversas
espécies de animais (ARAGAO, 1936), preferencialmente antas, cavalos e capivaras
(LABRUNA et al., 2001; SZABO et al., 2013), mas também j4 foi relatado infestando
naturalmente javalis (RAMOS et al., 2014), bovinos (RAMOS et al., 2016), porcos
domésticos (OSAVA et al., 2016), emu australiano (ARAUJO et al., 2019), javaporcos
(NOGUEIRA et al., 2020) e morcegos (NOVAES et al., 2020).

As larvas eclodem dos ovos, permanecem certo tempo no ambiente onde sofrem

a maturacao e, entdo sobem nas folhas de plantas rasteiras onde ficam a espera de um
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hospedeiro para se fixar. Ap0s 0 repasto sanguineo, as larvas se desprendem de seu
hospedeiro e, j& alimentadas, retornam ao solo em busca de ambiente seguro para que
sofram a ecdise para fase de ninfa (RODRIGUES et al., 2015).

As ninfas repetem 0 mesmo processo das larvas, subindo nas folhas e aguardando
0 hospedeiro. A fase de ninfa também pode ir em busca de seu hospedeiro, percorrendo
curtas distancias. Apds completar sua alimentagdo, as ninfas desprendem do hospedeiro
e, assim como as larvas, buscam um local seguro para realizagdo da ecdise para a fase
adulta. Na fase adulta, ocorre a diferenciacdo entre machos e fémeas que, assim como as
larvas e ninfas, sobem nas folhas para aguardar o hospedeiro. Na fase adulta também pode
ser observada a busca ativa pelo hospedeiro, visto que séo a fase com maior mobilidade
(RODRIGUES et al., 2015).

Em todas as fases, mas principalmente as larvas ndo alimentadas podem ser
encontradas, principalmente, nos campos e cerrados, em grupos de milhares, formando
coldnias que ficam imoveis & espera do hospedeiro (ARAGAO, 1936).

Apos se fixarem no hospedeiro, machos e fémeas realizardo o repasto sanguineo
e a copula. Apo6s o completo ingurgitamento da fémea (teledgina), ela se desprende e vai
para 0 ambiente onde ird depositar seus ovos. O macho permanece no hospedeiro por
mais tempo a espera de outras fémeas (RODRIGUES et al., 2015).

No ambiente, seu ciclo de vida dura cerca de um ano para se completar
(LABRUNA et al., 2002; LABRUNA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2003), sendo
regulado pela diapausa comportamental que ocorre nas larvas (OLIVEIRA et al., 2003).
Ao longo do ano, é possivel observar predominéncias de larvas entre os meses de abril e
julho, de ninfas entre julho e outubro e de adultos entre outubro e margo. Assim, 0s
adultos predominam na primavera e no verao, as larvas no outono e inverno e as ninfas
no inverno e na primavera (OLIVEIRA et al., 2000; LABRUNA et al., 2002).

Como a predominancia dos adultos inicia em outubro, é possivel observar a
presenca de larvas de A. sculptum durante o verdo, no entanto, elas se mantém em
diapausa até que chegue o outono, comportamento desencadeado pela diminui¢do da
duracdo do dia e da temperatura (LABRUNA et al., 2003; CABRERA; LABRUNA,
2009).

Em condigdes de temperatura, umidade e fotoperiodo controlados, o ciclo de A.
sculptum pode durar cerca de 95 dias (SANAVRIA; PRATA, 1996; CHACON et al.,
2015).



2.4 A Febre Maculosa Brasileira e o Papel da Capivara

Como dito anteriormente, dentre as duas espécies desse complexo de ocorréncia
no Brasil, A. sculptum € a de maior distribuicdo entre os estados brasileiros e €
reconhecida como sendo principal vetor da FMB, a qual acomete seres humanos. Essa
doenca € causada pela bactéria R. rickettsii e possui alta letalidade, mas é necessario que
0 carrapato infectado permaneca fixado por, pelo menos 6h no homem, para que possa
transmitir a bactéria (FIOL et al., 2010).

Segundo dados do Ministério da Saude (MS) atualizados em 2017, no Brasil,
foram notificados dos anos 2000 até 2017, 1747 casos confirmados, sendo 139 sé no
estado do Rio de Janeiro. Dos casos confirmados nesse periodo, ocorreram 554 6bitos no
Brasil e 40 no estado do Rio de Janeiro, ou seja, a doenca mostra um alto grau de
acometimento e Obito, entretanto acredita-se que 0 numero de casos seja muito maior.

A FMB pode causar febre alta, enxaqueca, vomitos, diarreia, dor abdominal, dor
muscular, maculas na pele, necrose nas extremidades e paralisia que inicia em membros
pélvicos e evolui de forma ascendente, podendo levar ao dbito. A associacdo dos sintomas
com as alteracdes laboratoriais (leucocitose e trombocitopenia), fazem com que
frequentemente os casos sejam confundidos com dengue. Como 0s sintomas sao muito
inespecificos, a demora na busca por profissionais de salde muitas vezes associada a falha
no diagndstico, sdo a principal causa de 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Segundo a Portaria do MS de n° 4 de 03 de outubro de 2017, todo caso de FMB ¢
de notificacdo obrigatoria as autoridades locais de salde.

A maioria dos casos de FMB ocorre durante a época de ocorréncia das ninfas de
A. sculptum (PINTER et al., 2011). Isso pode ser explicado devido a alta agressividade
das ninfas, ao seu tamanho pequeno em comparacao ao do adulto dificultando a percepc¢éo
do hospedeiro, além de uma maior dispersdo na area infestada. Apesar das larvas também
serem pequenas e de ocorrer a transmissdo transovariana de R. rickettsii, Soares et al.
(2012) mostraram que as larvas de A. sculptum infectadas pela bactéria possuem baixa
competéncia vetorial, ao contrario das ninfas.

J& se sabe que a taxa de infeccdo de A. sculptum por R. rickettsii mesmo em &reas
endémicas é muito baixa (COSTA et al., 2020) basicamente por trés razdes: € um
carrapato pouco susceptivel a essa bactéria; a taxa de transmissdo transovariana de R.
rickettsii em A. sculptum é baixa; e as fémeas de A. sculptum infectadas por R. rickettsii
possuem menor desempenho reprodutivo quando comparadas as ndo infectadas. Esses

fatores impedem que A. sculptum seja capaz de manter a bactéria R. rickettsii por vérias
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geracOes consecutivas (LABRUNA et al., 2008; SOARES et al., 2012; GERARDI et al.,
2019). Sendo assim, o principal fator que permite a manutencéo da bactéria e, por sua
vez, da FMB, sao os chamados “hospedeiros amplificadores”. Estes desenvolvem a
riquetsemia por alguns dias e infectam novas populacdes de carrapatos (transmissao
horizontal) (POLO et al., 2017).

As capivaras atuam como hospedeiros amplificadores, j& que as que nunca foram
infectadas pela bactéria R. rickettsii, quando parasitadas por carrapatos infectados
desenvolvem a doenca de forma assintomatica, sendo responsabilizadas pela sua
amplificacdo, uma vez que durante o periodo de bacteremia, transmitem a bactéria a
novos carrapatos. Felizmente, apds sua recuperacao, as capivaras tornam-se refratérias a
bactéria. Por isso, os filhotes de capivaras sdo 0os mais incriminados na transmisséo de R.
rickettsii, pois comumente adquirem a infec¢éo no inicio da vida (SOUZA et al., 2009;
RAMIREZ-HERNANDEZ et al., 2020).

No caso das capivaras, ndo s6 a questdo da amplificacdo da bacteremia, mas
diversos outros fatores, logicamente associados a este, fazem com que ela seja
caracterizada como a principal espécie-problema em varias regides do Brasil: 1- Séo
animais com capacidade de se adaptar a habitats antrépicos; 2- Possuem grande potencial
reprodutivo; 3- Vivem em grupos grandes; 4- Auséncia de predadores naturais nos
ambientes antropicos. Todos esses fatores levam a um aumento consideravel da densidade
populacional de capivaras e, consequentemente, de carrapatos infectados (FERRAZ et
al., 2007; AGUIRRE; TABOR, 2008; FERRAZ et al., 2010).

No sudeste do Brasil, por exemplo, a maioria dos casos de FMB relatados tem
sido associado a transmissao pelo carrapato A. sculptum em éreas tanto naturais quanto
antropicas, onde as populacdes desta espécie de carrapato sdo mantidas principalmente
por capivaras (LUZ et al., 2019).

2.5  Familia Caviidae
A familia Caviidae (Fischer de Waldheim, 1817) pertence ao filo Chordata, classe
Mammalia, Ordem Rodentia e Subordem Hytricomorpha. Dentro dessa familia estdo
inseridas trés subfamilias: Caviinae; Dolichotinae e Hydrochoerinae (ITIS, 2022).
Dentro da subfamilia Caviinae existem seis espécies, todas do género Cavia, e séo
conhecidos como preas e porquinhos-da-india (PRITT, 2012; ITIS, 2022).
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Dentro da subfamilia Dolichotinae encontram-se apenas duas espécies, ambas
pertencentes ao género Dolichotis, conhecidos como lebre-da-patagnia ou mara (ITIS,
2022).

A subfamilia Hydrochoerinae possui apenas dois géneros: Kerodon e
Hydrochoerus, sendo o primeiro conhecido como moro e o segundo como capivara (ITIS,
2022). Existem duas espécies de capivara, sendo o tamanho sua principal diferenca. A
maior espécie (Hydrochoerus hydrochaeris) € a comumente encontrada no Brasil
(TIMM, 2010).

A principal caracteristica morfoldgica compartilhada por todos os membros da
familia Caviidae é o fato de terem quatro dedos nas patas dianteiras e trés nas patas
traseiras, com as solas dos pés sem pelos (PRITT, 2012)

2.5.1 Capivaras

As capivaras da espécie Hydrochoerus hydrochaeris (Linnaeus, 1766) sdo 0s
maiores roedores vivos, podendo pesar cerca de 80kg na idade adulta (TIMM, 2010;
MOREIRA et al., 2013; HOKAMP et al., 2020).

S&o animais sociaveis, que vivem em grupos de até 30 adultos, sendo um macho
dominante e um ou dois subordinados e todo o restante composto por fémeas,
provavelmente aparentadas (MOREIRA et al., 2013). A fémea atinge a maturidade sexual
aos 12 meses de idade, a gestacdo dura cerca de 150 dias e cada ninhada pode ter até sete
filhotes (TIMM, 2010).

Sao herbivoros monogéstricos que realizam a cecotrofia (ingestdo de cecotréfos)
pela manha, quando as fezes sdo ricas em proteinas devido a presenca de microrganismos
usados na fermentacdo do capim consumido durante a tarde e noite anteriores
(MOREIRA et al., 2013). Sdo semiaquaticas e geralmente mais ativas durante a tarde e a
noite em ambientes naturais (MACDONALD, 1981), ja em ambientes antrdpicos, elas
repousam mais durante a noite (RODRIGUES et al., 2013).

Como ja dito anteriormente, € considerada uma espécie-problema em areas
endémicas de FMB. Diversos estudos com essa espécie animal vém sendo realizados em
areas endémicas e ndo endémicas de FMB abordando controle populacional (KUNIY, et
al., 2018), exposicdo dos animais a bactéria e ao carrapato A. sculptum (GRUHN et al.,
2019; QUADROS et al., 2021; YANG, 2021) e mapeamento dos animais (TONETTI et
al., 2018; NUNES et al., 2019) e dos casos de FMB (DONALISIO et al., 2020). Todos
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esses estudos citados corroboram no entendimento da dindmica do carrapato A. sculptum,

das populacdes de capivaras, e da FMB.

2.5.2 Porquinhos-da-india

As cobaias, também conhecidas como porquinhos-da-india (Cavia porcellus
Linnaeus, 1758), sdo animais socidveis e doceis e seus antepassados selvagens sao
oriundos da América do Sul. Passaram a ser domesticados em meados de 1500, na
Europa, por conquistadores e marinheiros espanhdis (CLEMONS; SEEMAN, 2018).

Séo versateis, podendo ser destinados a domesticacdo, alimentacdo ou pesquisa
(ANDRADE et al., 2002). Antes de serem usados na pesquisa, ja eram (e ainda sédo) fonte
de alimento em varios locais da América do Sul. Nos Estados Unidos, sdo animais de
companhia, como os cées, por exemplo (CLEMONS; SEEMAN, 2018).

Por muito tempo foram o simbolo da experimentacdo animal, principalmente na
década de 60. Apesar de ndo continuar sendo o animal mais utilizado em experimentacao,
segue sendo muito popular devido a sua docilidade e tamanho pequeno (PRITT, 2012)

Séo utilizados para fins experimentais desde o seculo XVIII (ANDRADE et al.,
2002), mas atualmente as principais areas de pesquisa utilizam porquinhos-da-india para
experimentacdo com doencas infecciosas (COSTA et al., 2020), ensaios alergénicos (JIN
et al., 2020), testes toxicoldgicos (VASILIEV et al., 2020) e como fonte de alimentacao
de carrapatos (MARTINS et al., 2012) e de mosquitos para manutencdo de colonias
(MAHAMOOD, 1999) e em testes de repeléncia (GUTA et al., 2018).

Como fonte de alimentacdo para carrapatos sdo utilizados apenas uma vez, por
desenvolverem imunidade (resisténcia adquirida) as espécies de carrapatos apos repetidas
infestacbes. Ha relatos de porquinhos-da-india com resisténcia adquirida a larvas de
varias espécies de carrapatos, incluindo espécies de Amblyomma (MCTIER et al., 1981,
FIELDEN et al., 1992).

Possuem um sistema imunoldgico semelhante ao humano, o que o tornou o
modelo ideal para estudos com riquetsioses desde o inicio do século XX (STOKES et al.,
2020). Um exemplo € o estudo realizado por Costa et al. (2020), no qual infectaram
porquinhos-da-india experimentalmente (pela via intraperitoneal) com macerado de
carrapatos oriundos de capivaras soropositivas para R. rickettsii e um dos nove animais
infectados apresentou febre e soroconversao para R. rickettsii. O sangue desse animal foi
coletado e inoculado em outros porquinhos-da-india, 0s quais apresentaram, também,

febre e soroconversao.
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O porquinho-da-india é considerado um parente proximo das capivaras, pois além
de pertencer a mesma familia, possuem comportamento, anatomia e fisiologia muito
semelhantes (HEATLEY; RUSSELL, 2020).

Apesar de todo o problema citado anteriormente sobre o impacto negativo dos
carrapatos em capivaras e, apesar de porquinho-da-india possuir toda essa semelhanca
com capivaras e ja ter sido utilizado em diversos experimentos com carrapatos, ndo foi
encontrada na literatura nenhum dado acerca do controle de A. sculptum em nenhum
desses dois mamiferos. De fato, poucos estudos in vivo foram encontrados com controle
de A. sculptum, no entanto, hd uma gama de publicacbes com diversas moléculas no

controle de carrapatos em mamiferos que puderam nortear este trabalho.

2.6 Principais Grupamentos Antiparasitdrios Usados No Controle De
Carrapatos Em Animais

A maioria dos farmacos com atividade antiparasitaria utilizados atualmente foram
desenvolvidos ha mais de 20 anos, e 0 mercado € impulsionado em grande parte por
medicamentos com perfis semelhantes (SELZER; EPE, 2021).

2.6.1 Amidinas

O grupamento das amidinas é representado pelo amitraz, que age nos sitios
receptores de octopamina, causando hiperexcitabilidade neuronal e morte nos
ectoparasitos (TAYLOR, 2001). No caso dos carrapatos, especificamente, causa
desprendimento do hospedeiro, seguido de mortalidade ou reducéo do peso das teledginas
e da producdo de ovos (HAIGH; GICHANG, 1980; DAVEY et al., 1984).

O amitraz é rapidamente absorvido e excretado, principalmente, na urina. Para
bovinos, é indicado para banho ou pulverizacdo e vendido na forma de concentrado
emulsionavel. Para cdes, o amitraz esta disponivel para uso topico (banho e coleira) e é
contraindicado para equinos (TAYLOR, 2010).

Em todo o mundo ja existem diversos relatos de resisténcia ao amitraz em
diferentes populagdes do carrapato R. microplus (CHEVILLON et al., 2007;
RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2014; MUYOBELA et al., 2015; PETERMANN et al.,
2016; KLAFKE et al., 2017; VALSONI et al., 2020). Tambem ja existe relato de
populacdes de A. sculptum (FREITAS et al., 2011) e A. mixtum (antes da mudanca de
nomebclatura acreditava-se que era A. cajennense s.5.) (ALONSO-DIAZ et al., 2013)

resistentes ao amitraz, apesar de ndo haver histérico de ter tido contato com o ativo.
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2.6.2 Organofosforados

Os organofosforados sdo ésteres neutros derivados do &cido fosférico ou seu
analogo e atuam inibindo a acdo da acetilcolinesterase nas sinapses colinérgicas e nas
placas terminais musculares. Agem mimetizando a estrutura da acetilcolina e, quando se
liga a acetilcolinesterase, provoca transforilagdo da enzima. A acetilcolinesterase
transfosforilada é incapaz de quebrar a acetilcolina acumulada na membrana pds-
sinaptica, levando a paralisia neuromuscular do artropode (TAYLOR et al., 2001).

Os organofosforados sdo considerados os mais toxicos de todos os praguicidas
para os vertebrados (MITCHELL, 1996).

No Brasil, os principais organofosforados usados no controle de carrapatos é o
clorpirifés. Em estudo in vitro ambos foram eficazes no controle de larvas ndo
alimentadas de A. sculptum (BORGES et al., 2020).

Ja existem diversos relatos de resisténcia de diferentes espécies de carrapatos aos
organofosforados, inclusive para A. mixtum, membro do Complexo A. cajennense.
(ALONSO-DIAZ et al., 2013). Nos EUA, devido a sua toxicidade relativamente alta para
os vertebrados, os organofosforados foram proibidos (AGWUNOBI et al., 2021).

2.6.3 Lactonas macrociclicas

Esse grupamento é composto pelas avermectinas e milbemicinas, que séo
produtos da fermentacdo macrociclica de micro-organismos do género Streptomyces e
possuem atividade endectocida (TAYLOR, 2010).

As avermectinas sdo representadas por abamectina, doramectina, eprinomectina,
ivermectina e selamectina, enquanto as milbemicinas por milbemicina oxima e
moxidectina (VERCRUYSSE; REW, 2002).

Atuam nos canais de cloreto controlados pelo glutamato, que esta presente nas
membranas neuronais e musculares de muitos invertebrados, provocando ataxia e
paralisia nos insetos e nematoides (SARTOR; BICUDO, 1999).

Apesar de possuir atividade in vitro contra larvas ndo alimentadas de A. sculptum
(BORGES et al., 2020), estudos in vivo mostraram que o0 uso indiscriminado da
ivermectina no controle de nematoides em bovinos possibilitou que varias populacGes de
carrapatos adquirissem resisténcia a essa molécula (ALEGRIA-LOPEZ et al., 2015).
Apesar da molécula ter comecado a ser comercializada no mercado mundial na década de
80 (VERCRUYSSE; REW, 2002), 20 anos depois (MARTINS; FURLONG, 2001) até os
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dias de hoje, esse fendbmeno vem sendo relatado para o carrapato do boi R. microplus
(KLAFKE et al., 2006; PEREZ-COGOLLO et al., 2010; FERNANDEZ-SALAS et al.,
2012; EL-ASHRAM et al., 2019; TORRENTS et al., 2020; VALSONI et al., 2020) e,
mais recentemente, também para carrapatos trioxenos como Rhipicephalus sanguineus
sensu stricto (BECKER et al., 2019), Rhipicephalus sanguineus sensu lato (SUNKARA
et al., 2021) e Hyalomma anatolicum (SHYMA et al., 2021).

2.6.4 Piretroides

As piretrinas naturais sdo derivadas do piretro, uma mistura de alcaloides da planta
conhecida por “crisantemo”. Sdo moléculas lipofilicas que sofrem répida absorcao,
distribuicdo e excregdo, fornecem excelente efeito knockdown, mas tém pouca atividade
residual devido a sua instabilidade (WALL, 2001).

As piretrinas atuam no sistema nervoso central (SNC) do inseto, excitando e
despolarizando as membranas celulares (TAYLOR, 2001).

Os piretroides sdo produtos quimicos sintetizados modelados na molécula natural
de piretrina, porém sdo mais estaveis e possuem maior poténcia do que as piretrinas
naturais. Alguns dos piretroides mais comuns utilizados na medicina veterinaria sdo
permetrina, cipermetrina, deltametrina e flumetrina (WALL et al., 2001).

Possuem acdo acaricida e inseticida e os periodos de protecdo variam entre
produtos e método de aplicacdo, mas geralmente duram até um més e todas as formas
farmacéuticas sao de uso tépico (TAYLOR, 2001).

A resisténcia dos carrapatos aos piretrdides foi relatada pela primeira vez no final
da década de 80 no Brasil (LEITE, 1988) e até hoje vem sendo reportada em diferentes
populacdes de R. microplus (VALSONI et al., 2020). Para carrapatos trioxenos também
existem relatos de resisténcia as diferentes moléculas desses grupamentos (BECKER et
al., 2019; SUNKARA et al., 2021), inclusive para A. sculptum (FREITAS et al., 2011).

Estudos in vitro realizados com carrapatos A. sculptum mantidos em colonias
laboratoriais mostraram susceptibilidade das larvas frente aos piretroides desde 1989
(BITTENCOURT et al. 1989). Um estudo in vitro mais atual demonstrou que as larvas
de A. sculptum ainda sdo mais sensiveis aos piretréides (cipermetrina > deltametrina >
flumetrina) do que a outras moléculas como clorpirifés, coumafds, fipronil e ivermectina
(BORGES et al., 2020).

2.6.5 Fenilpirazois
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O Unico composto desse grupamento utilizado no controle de carrapatos é o
fipronil, que vem sendo utilizado desde os anos 90 no controle de infestagdes carrapatos
em animais (DAVEY et al., 1998). Inibe ndo competitivamente 0 GABA, fixando-se ao
receptor no interior do canal do cloro, inibindo o fluxo celular dos ions, anulando assim
o efeito neuroregulador do GABA e causando a morte do parasito por hiperexcitagcdo
(VASYLIEVA et al.,2015). E altamente lipofilico e difunde-se nas glandulas sebaceas
onde ficam reservadas, dando-lhe uma longa atividade residual (BIRCKEL et al., 1998).

Em estudo in vitro, o fipronil apresenta niveis de mortalidade de larvas de A.
sculptum superiores a 98% a partir da concentracio de 350pg.mL* (BORGES et al.,
2020).

Em 2007, houve o primeiro relato de resisténcia de carrapatos ao fipronil, relatado
no Uruguai, para o carrapato R. microplus (CUORE et al., 2007) e, posteriormente, no
Brasil, por Castro-Janer et al. (2010). Também ha relatos de resisténcia de carrapatos

trioxenos como R. sanguineus s. s. (BECKER et al., 2017).

2.6.6 Isoxazolinas

As isoxazolinas sdo representadas pelo afoxolaner, fluralaner, saronaler e
lotilaner, que atuam inibindo os canais de cloreto de acido y-aminobutirico e de cloreto
de glutamato de insetos e acaros (SELZER; EPE, 2021) e seu componente ativo é o (S)-
enantibmero (OZOE et al., 2010).

As isoxazolinas demonstraram contornar a resisténcia cruzada, devido a ligacao
distinta nos canais de cloreto (SELZER; EPE, 2021). Atualmente, possuem aprovagéo
para uso apenas em cées, gatos, galinhas e bovinos (MAPA, 2023).

Apenas dois estudos in vivo utilizaram isoxazolinas por via oral para demonstrar
sua eficacia no controle do carrapato A. sculptum. Ambos os estudos foram controlados
com infestagcOes em cdes da raca beagle com ninfas ndo alimentadas. O primeiro estudo
utilizou o sarolaner (2mg/kg) (SCOTT et al., 2017) e o segundo estudo utilizou o lotilaner
(20mg/kg) (LASMAR et al., 2018). Os dois apresentaram resultados semelhantes, com
100% de eficacia 48h ap0s o tratamento e mantendo niveis superiores a 99% até o final

do estudo (30 e 35 dias poOs-tratamento, respectivamente).

2.6.7 Reguladores/Disruptores do Crescimento de Insetos
O termo “reguladores de crescimento de insetos” (IGRs) (do inglés “insect growth

regulators”) foi introduzido na literatura no inicio dos anos 70 e era usado para se referir
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aos horménios analogos ou antagonistas que regulavam o crescimento e o0
desenvolvimento dos insetos. Como as substancias que interferem no crescimento, muda
e metamorfose dos insetos ndo regulam, mas “desregulam” 0 desenvolvimento normal,
Pener e Dhadialla (2012) sugeriram uma mudanca no termo para “disruptores do
crescimento de insetos” (do inglés “insect growth disruptors™), ja que o0s produtos
quimicos do grupamento causam disrupg¢do, invés de uma regulacdo no crescimento e
desenvolvimento dos insetos.

Segundo o dicionario Michaelis (2022), a palavra “disruptor” significa “romper”,
“quebrar”, e “disrupg¢do” significa “ato ou efeito de romper(-se); quebra de um curso
normal de um processo”. O termo “disruptores enddcrinos” (endocrine disruptors) €
muito utilizado na endocrinologia humana para se referir a substancias que agem por
mecanismos fisioldgicos substituindo os horménios do corpo humano ou bloqueando a
sua acao natural ou aumentando ou diminuindo a quantidade original de hormonios,
alterando as func¢@es enddcrinas (WAISSMAN, 2002).

Levando tudo isso em consideracdo, é possivel que Pener e Dhadialla (2012)
tenham sugerido a modificacdo do nome do grupamento devido, também, a alguns de
seus ativos serem analogos do hormonio juvenil.

Apesar da sugestdo de mudanca de nome do grupamento pelos autores, poucos
trabalhos adotaram o termo proposto e continuaram usando IGRs. Independente do
argumento de Pener e Dhadialla ter sentido, para seguir a maioria dos trabalhos
recentemente publicados, aqui também serd adotado o termo IGRs.

Os reguladores de crescimento de insetos sdo constituidos por compostos
quimicos que ndo matam o parasita alvo diretamente, mas interferem no crescimento e
desenvolvimento de estadios imaturos, ndo sendo adequados para o controle rapido de
populacdes na fase adulta. Com base no seu mecanismo de acao, podem ser divididos em:
analogos dos horménios juvenis; inibidores da deposicéo de quitina (derivados da triazina
e da pirimidina); e inibidores de sintese de quitina (benzoilfeniluréias) (GRAF, 1993).

Quando comparados as outras classes, possuem a vantagem de atuarem sobre
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos especificos de artrépodes que estdo ausentes em
vertebrados, o que os torna praticamente atdxicos para mamiferos, aves, répteis, anfibios
e peixes (SUN et al., 2015).

2.6.7.1 Analogos do horménio juvenil
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Os principais analogos do hormonio juvenil sdo metoprene, fenoxicarbe e
piriproxifen. Agem impedindo a metamorfose para o estagio adulto, se ligando aos
receptores de hormonio juvenil, e por serem estruturalmente diferentes, ndo sao
destruidos. Assim, a metamorfose e o desenvolvimento para o estagio adulto ndo ocorrem
(DHADIALLA; CARLSON, 1998).

O metoprene possui baixa toxicidade para mamiferos (TAYLOR, 2001) e é
amplamente usado no controle de insetos, principalmente dipteros (WIJAYARATNE et
al., 2018).

O fenoxicarbe é mais indicado no controle de insetos, impedindo que as larvas
consigam eclodir dos ovos (TAYLOR, 2001), mas também possui acdo contra carrapatos
moles do género Argas interferindo no desenvolvimento dos ovos e na muda de ninfas
(AHMED et al., 2009; RADWAN et al., 2009; BAKR et al., 2018), mas parece ndo ter
acao sobre ovos de carrapatos duros (SLUSSER; SONESHINE, 1992).

O piriproxifen é usado no controle de insetos, principalmente mosquitos,
demonstrando acdo ovicida e larvicida (INVEST; LUCAS, 2008; PENER;
DHADIALLA, 2012). Ja in vitro, foi capaz de impedir a eclosdo dos ovos e a
sobrevivéncia das larvas de Amblyomma americanum (TEEL et al., 1996) e, também, teve
acdo ovicida e larvicida, além de diminuir o indice reprodutivo de fémeas de R. (annulatus
(ABOELHADID et al., 2018).

2.6.7.2 Inibidores da deposicéo de quitina

Os derivados da triazina e da pirimidina agem alterando a deposi¢éo de quitina na
cuticula dos insetos (FRIEDEL et al., 1989) e seus principais representantes sao a
ciromazina e o diciclanil, respectivamente. N&o possuem acdo contra carrapatos
(TAYLOR, 2001).

2.6.7.3 Inibidores de sintese de quitina

As benzoilfenilureias sdo inibidores da sintese de quitina comumente usados na
agricultura, dos quais varios foram introduzidos para o controle de ectoparasitos em
animais. A quitina é um aminopolissacarideo complexo e um componente importante da
cuticula do artropode (COHEN, 1993). As fases imaturas dos artrépodes, quando
expostas a esses compostos, ndo conseguem completar a muda e acabam morrendo. Os
adultos expostos produzem ovos normalmente, mas as larvas recém-desenvolvidas séo

incapazes de eclodir dos ovos.
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Os inibidores da sintese da quitina possuem amplo espectro de atividade contra
insetos, mas tém uma eficécia relativamente baixa contra carrapatos e acaros (GRAF,
1993), com excecdo do fluazuron, que tem maior atividade contra carrapatos e algumas
espeécies de acaros (BULL et al., 1996).

As benzoilfenilureias sdo moléculas altamente lipofilicas e se acumulam na
gordura corporal do hospedeiro e sdo lentamente liberadas na corrente sanguinea e
excretadas, em grande parte, inalteradas pelas fezes (GRAF, 1993).

O lufenuron € administrado por via oral e ¢ utilizado para o controle de pulgas de
cdes e gatos (GRAF, 1993). A droga se acumula no tecido adiposo, permitindo uma
liberacdo lenta. As pulgas levam a droga através do sangue durante o repasto sanguineo
e transferem para os ovos, que ndo se tornam viaveis a partir de 24 horas da administragdo
(DEAN et al., 1999). A formacdo de estruturas de quitina da larva € bloqueada, inibindo
o desenvolvimento de larvas de pulga e proporcionando controle ambiental da populacéo
de pulgas (BLAGBURN et al., 1995).

O fluazuron é comercializado para ser usado pela via topica e ndo afeta
diretamente os diferentes estagios de carrapatos, mas interfere nos processos de muda e
eclosdo dos ovos. Essa atividade é bem-sucedida no controle de carrapatos monoxenos
como R. microplus, que permanecem durante toda a fase parasitaria no mesmo animal.
As larvas que se alimentarem no animal tratado com fluazuron ndo sofrerdo muda para a
fase de ninfa, assim como as ninfas ndo sofrerdo muda para a fase adulta. As teledginas,
apesar de ndo terem seu repasto sanguineo afetado, irdo produzir ovos com larvas que ndo
irdo emergir (GRAF, 1993; JUNQUERA et al., 2019).

No Brasil, existem apenas dois relatos de resisténcia de carrapatos R. microplus
ao fluazuron devido ao uso massivo no Rio Grande do Sul (RECK et al., 2014) e no Mato
Grosso do Sul (VALSONI et al., 2020; VALSONI et al., 2021). Alem disso, hé relato de
quatro populac6es de R. microplus com baixa susceptibilidade ao fluazuron, sendo uma
em Minas Gerais, uma em S&o Paulo, e duas no Mato Grosso do Sul e todas com histérico
de uso prolongado do fluazuron “pour-on” (MACIEL et al., 2016). Felizmente ainda néo
héa relatos de resisténcia de outras espécies de carrapatos.

Cerca de 62 a 81% do fluazuron aplicado é excretado inalterado nas fezes dos
animais tratados (FAO, 1998). Portanto, uma parte significativa do produto aplicado é
transferida para o solo, podendo causar importantes impactos no meio ambiente. Devido
a isso, o fluazuron vem sendo alvo de estudos sobre os impactos que pode causar no meio

ambiente.
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Alves et al. (2019) avaliaram os efeitos do fluazuron em solo artificial tropical na
sobrevivéncia, reproducdo e comportamento dos invertebrados do solo Folsomia candida
e Eisenia andrei, por meio de ensaios toxicolégicos. O fluazuron mesmo em
concentracdes baixas foi capaz de reduzir a reproducdo desses invertebrados e, além
disso, em concentragdes ainda menores foi observado comportamento de evitacao,
indicando que o fluazuron pode afetar a funcdo do habitat do solo. Ainda assim, outros
ativos como o fipronil e a ivermectina, por exemplo, possuem uma toxicidade muito mais
elevada do que o fluazuron (ZORTEA et al., 2017).

J& um estudo realizado por Kryger et al. (2005) na Africa do sul, avaliou o efeito
ecotoxicologico do fluazuron sobre a fauna de besouros “rola-bosta” (escaravelhos). Para
Isso, trataram alguns rebanhos de novilhas com fluazuron (3mg/kg) e monitoraram as
populacdes do besouro daqueles locais durante um ano. Segundo os autores, a quantidade
e a diversidade de espécies ndo foram afetadas. Como também relataram que o ano de
avaliacdo foi mais chuvoso do que o normal, atribuiram que a no¢do dos impactos
ecotoxicoldgicos dos antiparasitarios depende de fatores como condigdes climaticas,
escala espacial de tratamento e proporc¢do de animais tratados.

O fluazuron realmente parece nao ser prejudicial para 0 besouro “rola-bosta”
(Onthophagus gazela) j& que, Kryger et al. (2007) também trataram bovinos com a dose
de 3mg/kg e avaliaram os possiveis efeitos na sobrevivéncia e reproducéo desses besouros
e, ao final do estudo também observaram que ndo houve diferenca significativa na
sobrevivéncia de adultos ou larvas, producéo de ovos, fecundidade e fertilidade entre o
grupo controle e tratamento ap0s trés geracdes de besouros.

De acordo com um levantamento realizado pela World Health Organization
(WHO), em doses de até 1000mg/kg de peso corporal por dia, o fluazuron ndo induziu
toxicidade materna, embrionaria ou fetal e ndo foi teratogénico para ratos e coelhos. Em
porquinhos-da-india expostos ao fluazuron para estudos de toxicidade dérmica, ndo foram
observadas sensibilizacdo da pele apds desafios com fluazuron de grau técnico por via
intradérmica ou epidérmica. Como o fluazuron pertence a uma classe que ndo atua no
sistema nervoso central, o Comité WHO concluiu que estudos de neurotoxicidade eram
desnecessarios (PRONK; SCHEFFERLIE, 1997).

2.7 O Uso do Fluazuron Pela Via Topica No Controle De Carrapatos Em

Animais
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No Brasil existem apenas trés apresentacdes comercializadas contendo somente
fluazuron para uso topico (pour on) em animais: Tackzuron®, Acatak® e Neox®, sendo
os dois primeiros a 2,5% e o terceiro a 5% e todas indicadas para uso em animais de
producao.

Martins et al. (1995) avaliaram o uso do fluazuron “pour-on” em bovinos 21 dias
apos a infestacdo artificial com uma populacéo de R. microplus mantida em laboratério.
Um grupo foi tratado com a dose de 1mg/kg (G1) e outro com a dose de 2mg/kg (G2).
As teledginas coletadas a partir do d+7 para o G1 e do d+ 2 para 0 G2, apesar de vivas,
ndo fizeram postura e apresentaram alteracbes morfoldgicas (forma, tamanho e aspecto).
Os autores relataram flacidez na cuticula, que favorecia seu rompimento quando
manipuladas.

Para avaliar eficacia e a sensibilidade de ninfas de R. sanguineus expostas ao
fluazuron, Oliveira et al. (2012a) trataram coelhos pela via tépica (“pour on”) com 13
doses diferentes (1,25; 2,5; 5; 10; 15; 20; 30; 40; 60; 80 e 100 mg/kg). O bioensaio revelou
que as ninfas de R. sanguineus sdo sensiveis a todas as doses de fluazuron testadas,
embora a mortalidade tenha sido significativamente diferente. A porcentagem de ninfas
mortas (0,5-95%) aumentou diretamente com as doses. O aumento progressivo da
mortalidade ocorreu até 100 mg/kg, obtendo dose letal de 95% (DL95) dos carrapatos
expostos. Nos grupos tratados com as duas doses mais altas (125 e 150 mg/kg), o numero
de ninfas mortas diminuiu para 80% e 62%, respectivamente.

Ainda sobre o estudo de Oliveira et al. (2012a), as primeiras ninfas a ingurgitar e
desprender do hospedeiro tratado (5° dia) foram mais afetadas pelo fluazuron do que
aquelas que se desprenderam no 7° dia. No entanto, essa diferenca sé foi observada a
partir da dose de 15 mg/kg. Em alguns tratamentos, como na dose de 100 mg/kg, a
porcentagem de ninfas desprendidas mortas no primeiro dia foi de 95%, contra 81% no
segundo dia. As ninfas dos tratamentos com doses de 10 a 150 mg/kg de fluazuron
exibiram alteragdes morfoldgicas e comportamentais, como menor tamanho, formato
eliptico, idiossoma curvo, tegumento fragil e fridvel, cristas dorsal e ventral ndo bem
definidas e letargia. As ninfas que foram capazes de mudar para a fase adulta tinham uma
fina camada da cuticula anterior ligada a nova cuticula. As ninfas mortas estavam
murchas e escurecidas.

Oliveira et al. (2012a) também observaram que o periodo de ingurgitamento dos
animais do grupo controle foi mais curto (5 a 6 dias) contra 7 a 8 dias nos grupos tratados,

no entanto, o tamanho dos individuos ingurgitados nos grupos tratados foi menor em
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comparagdo com os espécimes recuperados dos coelhos do grupo controle. O periodo de
muda tornou-se gradualmente mais longo, quando comparado ao do grupo controle, a
medida que as doses de fluazuron aumentaram.

O mesmo grupo de autores (Oliveira et al., 2012b) reproduziu um outro estudo
para demonstrar os efeitos do fluazuron na formacdo do tegumento e nos processos
digestivos de ninfas também de R. sanguineus alimentadas em coelhos tratados com as
doses de 20, 40 ou 80 mg/kg (“pour on”). Os coelhos foram infestados 24h ap6s o
tratamento e sete dias ap0s a infestacdo as ninfas ingurgitadas foram removidas e
incubadas. Apoés sete dias, as ninfas ingurgitadas passaram por analises morfologicas,
histoquimicas e histolégicas. Os resultados mostraram a ocorréncia de alteraces
citologicas, morfo-histoldgicas e histoquimicas no tegumento e intestino médio de ninfas
de todos os diferentes grupos tratados. Essas alteracdes ocorreram em nivel cuticular nas
subdivisbes da cuticula, relacionadas ao tamanho das células digestivas, quantidade de
elementos sanguineos acumulados e residuos digestivos, bem como a presenca de
vacuolos no citoplasma das células digestivas. Ou seja, o fluazuron é capaz de atuar sobre
as células do tegumento e do intestino médio de ninfas de R. sanguineus.

Calligaris et al. (2013) e Oliveira et al. (2014) seguiram a mesma metodologia
realizada por Oliveira et al. (2012b), mas os primeiros realizaram uma analise
ultramorfoldgica das ninfas ingurgitadas recuperadas de R. sanguineus, enquanto o
segundo realizou uma andlise ultraestrutural da formacdo da cuticula e dos processos
digestivos.

Os resultados obtidos por Calligaris et al. (2013) revelaram alteragfes na
ultramorfologia de muitas estruturas quitinosas (hipostdmio e queliceras menores, escudo
menos esclerotizado, menos poros, auséncia de sulcos, faixas marginais e cervicais e
festdes no corpo, até mesmo a placa anal danificada) que desempenham papéis essenciais
para a sobrevivéncia dos carrapatos e que podem comprometer o desenvolvimento total
ou parcial das ninfas e a emergéncia dos adultos ap6s a muda periddica.

J& Oliveira et al. (2014), observaram desorganizacao da cuticula e auséncia de
subdivisbes, danos nas células epiteliais do tegumento, tamanho das células digestivas,
guantidade de endossomos, vacuolos autofagicos e digestivos, residuos digestivos
acumulados, goticulas lipidicas e organelas encontradas no citoplasma das células
digestivas, bem como a presenca de microvilosidades em suas membranas plasmaticas.
Por fim, concluiram que o fluazuron pode atuar nas células do tegumento e do intestino

médio de ninfas ingurgitadas de R. sanguineus, prejudicando a sintese da nova cuticula e
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0s processos digestivos (absorcdo do sangue ingerido do hospedeiro, digestdo — hemolise,
formacédo de residuos digestivos e liberacdo de nutrientes para serem convertidos em
lipidios, bem como para a sintese de proteinas estruturais). Devido as alteracdes
encontradas por Calligaris et al. (2013) e por Oliveira et al. (2014), ambos concluiram
que o fluazuron interfere no desenvolvimento das ninfas de R. sanguineus, podendo
prevenir o surgimento de adultos.

Cruz et al. (2014) avaliaram os efeitos deletérios de duas formulagdes contendo
fluazuron sobre os parametros reprodutivos de teledginas de R. microplus recuperadas de
bovinos artificialmente infestados. Um grupo de bovinos foi tratado com a formulacao
contendo apenas fluazuron (2,5mg/kg) e um outro grupo foi tratado com a associagdo
contendo fluazuron (3mg/kg) e abamectina (0,5mg/kg). No grupo em que 0s animais
foram tratados apenas com o fluazuron, s6 foram observados efeitos deletérios no
percentual de eclodibilidade dos ovos em que as teledginas recuperadas entre os dias
experimentais +2 e +7 ovipuseram. J& nos carrapatos do grupo de bovinos tratado com a
associacao de fluazuron e abamectina, foi observado peso inferior das teledginas
desprendidas, peso inferior das massas de ovos, menor eclodibilidade, quando comparado
ao grupo controle.

Gomes et al. (2015) compararam a eficacia do fluazuron administrado por via
topica (“pour on”, 2,5mg/kg) e da associacdo contendo fluazuron (1,6mg/kg) +
ivermectina (0,63mg/kg) administrado pela via subcutanea para controlar o carrapato R.
microplus em bovinos infestados naturalmente e artificialmente. O primeiro grupo teve
alta eficécia acaricida nos animais infestados artificialmente, com niveis acima de 98%
do dia +15 até o +63, enquanto o grupo tratado com a associacdo injetavel teve eficécia
méaxima de 76,8% ao longo de todo o estudo. J& nos animais naturalmente infestados, o
fluazuron tépico teve eficacia acima de 94,4% apenas do dia +15 ao +49 e 0 grupo
contendo a associagdo de fluazuron com ivermectina empregados pela via subcutanea
atingiu eficacia méaxima de 82,4% ao longo de todo o estudo. Os autores ndo relataram
alterac6es morfoldgicas nos carrapatos recuperados dos animais dos grupos tratados.

Para avaliar possiveis alteracbes no metabolismo de carboidratos de R. microplus
expostos ao fluazuron, Gaudéncio et al. (2016) quantificaram a concentracdo de glicose
e avaliaram a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) na hemolinfa das
teledginas. As teledginas foram recuperadas de bovinos tratados com fluazuron (“pour
on”, 2,5mg/kg) nos dias +4, +8 e +15. Os resultados encontrados pelos autores

comprovam gue ha perda da homeostase glicEmica na hemolinfa de teledginas, sugerindo
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que a sobrevivéncia do carrapato depende da ativacdo de mecanismos fisioldgicos
compensatorios. O aumento da atividade da LDH associado ao aumento dos niveis de
acido latico na hemolinfa, indicam que o metabolismo anaerdbio fermentativo € uma
estratégia metabdlica empregada por este artropode em resposta a condicfes de estresse
fisioldgico.

Comumente o fluazuron é empregado em associac¢do a alguma molécula de acéo
carrapaticida com o objetivo de minimizar o problema da resisténcia. Um exemplo disso
um estudo que avaliou a eficacia carrapaticida e preventiva da associacdo de abamectina
(600mcg/kg) com o fluazuron (3mg/kg) em bovinos artificialmente infestados com R.
microplus. Nesse estudo, os autores ressaltaram que enquanto a abamectina permitiu uma
eficacia inicial elevada a partir do quinto dia pos-tratamento, o fluazuron determinou uma
acdo na prevencdo contra reinfestaces por larvas, com niveis superiores a 90% por até
63 dias. Isso ocorre porque o fluazuron atua principalmente sobre larvas e ninfas,
impedindo sua muda e, consequentemente, diminuindo a recuperacdo de teledginas a
longo prazo, mesmo quando a eficacia da abamectina estiver reduzida (ROCHA et al.,
2017).

Apesar de também néo ser apenas com o uso do IGR, um estudo recente avaliou
os efeitos de uma formulagdo comercial contendo fipronil (1,25 mg/kg) + fluazuron (2,5
mg/kg) e demonstrou que a formulacgéo afetou a biologia reprodutiva, causou alteracdes
morfoldgicas nos ovarios e reduziu o nimero de odcitos de teledginas de R. microplus
(SECCHIS et al., 2022).

Lopes et al. (2017) fizeram alguns estudos para avaliar o espectro ectoparasiticida
e para determinar os parametros farmacocinéticos de uma combinagdo “pour-on” de
fipronil (1,25mg) + fluazuron (2,5mg/kg) em bovinos, para o controle de R. microplus.
Para avaliacdo da eficacia no controle do carrapato, usaram um grupo controle e trés
tratados, sendo um com a associacao, outro s6 com fipronil (1mg/kg) e outro s6 com o
fluazuron (2,5mg/kg). A populacdo de carrapatos foi considerada suscetivel tanto ao
fipronil quanto ao fluazuron. Todas as formulacGes demonstraram valores de eficacia
>90% de oito a 42 dias poés-tratamento. No entanto, foi possivel observar que a
combinagdo também apresentou maior eficicia terapéutica e residual contra R. microplus
quando comparada com formula¢fes comerciais independentes que foram administradas
separadamente.

As andlises de fluazuron foram realizadas por cromatografia liquida de alta

precisdo (HPLC) e obtiveram concentracdo maxima (Cmax) do fluazuron no plasma dos
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bovinos de 26,1 pg/L, Tmax de 6 dias, area sob a curva (AUCa2q) de 10472,64 pg-hr/L e
meia-vida (t1/2) de 24,5 (+3,5) dias apds a administracdo (LOPES et al., 2017).

Apesar do uso corriqueiro de formulagdes “pour-on” para o controle de carrapatos,
ndo ha muitos estudos sobre a influéncia da chuva na eficacia desses produtos. Zapa et al.
(2020), por exemplo, avaliaram se a eficacia terapéutica e residual do fluazuron “pour-
on” (2,5 mg/kg) em bovinos infestados por R. microplus seria influenciada sob condigéo
de chuva simulada quatro ou quatro e 24h ap6s o tratamento. Observaram que a eficécia
residual foi menor em animais submetidos a chuva simulada quatro e 24 h apds o
tratamento (Figura 2). Confirmando que as variaveis meteoroldgicas, como a chuva,

podem afetar a eficacia do produto aplicado pela via tdpica.
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Figura 2. Eficacia do fluazuron “pour-on” apo6s simulagdo de chuva no controle do
carrapato Rhipicephalus microplus em bovinos (ZAPA et al., 2020).

2.8 O Uso do Fluazuron Pela Via Oral No Controle De Ectoparasitos Em
Animais

Pasay et al. (2012) publicaram um trabalho com o uso do fluazuron para o controle
de Sarcoptes scabei em porcos artificialmente infestados. Dos cinco animais utilizados,
dois eram controle e trés tratados. Os animais do grupo tratado receberam a solucéo oral
de fluazuron (formulacdo comercial Acatak® - 25mg/mL) oito semanas ap0s a infestacao.
Os animais foram tratados uma vez ao dia, por 7 dias consecutivos, na dose de
10mg/kg/dia.
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O fluazuron foi rapidamente absorvido, com um rapido aumento dos niveis
plasmaéticos 24horas ap6s a administracdo oral. Os picos foram atingidos no dia +7 com
niveis entre 300 e 800ng/mL. Os niveis sanguineos de fluazuron permaneceram
detectaveis por 28 dias apos o inicio do tratamento. Houve diminui¢do na contagem de
acaros nos animais tratados, principalmente dos estagios imaturos. Houve interrupcéo da
progressdo clinica da sarna, no entanto, ndo houve melhora completa das lesbes e
tampouco a eliminacéo total nas contagens de acaros. Os autores atribuiram o resultado
devido ao fato de que os acaros, diferente dos carrapatos, nao se alimentam de sangue e,
portanto, podem ter sido expostos a niveis baixos de fluazuron (PASAY et al. 2012).

O fluazuron, assim como outros reguladores de crescimento de insetos, vem sendo
amplamente utilizados por via oral para o controle de ectoparasitos de roedores selvagens.

Trabalhos utilizados para o controle quimico de ectoparasitos em roedores

selvagens utilizam um sistema liberacéo de farmacos e estdo citados no topico 2.10.

2.9  Sistemas de Liberagdo de Farmacos para Animais Selvagens

Os sistemas de liberagdo de farmacos para animais selvagens (do inglés “delivery
systems for wildlife”) sdo utilizados para administracdo de vacinas, antibidticos,
ectoparasiticidas, anestésicos e analgésicos. Para os animais selvagens que séo
considerados pragas, sao fornecidos agentes de controle de fertilidade em substituig&o aos
métodos de controle letais utilizados antigamente (MCDOWELL, 2013).

Existem diferentes tipos de sistemas desenvolvidos relatados que podem ser
usados remotamente, como: dardos com seringas para injetar substancias liquidas a
distancia (TARMIZI; ZAINUDDIN, 2020); municéo termopléastica biodegradavel para
aplicacdo de vacina viva (CHRISTIE et al., 2006); iscas orais para administracdo de
medicacdo ou vacina viva, disponibilizadas em dispositivo préprio (MASSEI et al, 2010)
ou diretamente no ambiente (COWLED et al., 2006; ROSATTE et al., 2011).

Apesar de alguns desses sistemas ja serem amplamente empregados, a
administracdo & campo para animais selvagens, principalmente em areas inacessiveis,
ainda € um desafio. Outra consideracdo importante que deve ser levada para a
implementacdo do sistema € o custo, principalmente quando a populagéo alvo é grande e
ocorre em uma area extensa e remota (MCDOWELL, 2013).

Se tratando de um sistema de liberagdo oral, dependendo do que sera

administrado, deve-se levar em consideragdo a especificidade do alvo, ja que varias
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especies de animais de vida livre coexistem em um ecossistema natural e podem, por
exemplo, ser afetadas pelo composto ativo empregado (BENGSEN et al., 2008).

Para minimizar o consumo por espécies ndo-alvos, Cowled et al. (2006)
desenvolveram uma formulacdo em iscas (PIGOUT®) para porcos selvagens, contendo
cereais com sabor peixe para atrai-los, mas adicionaram uma coloracéo verde escura para
que outras espécies, principalmente as aves, ndo fossem atraidas pelas iscas.

Slowik et al. (2001) e Davis et al. (2008) adicionaram um corante vermelho nas
iscas que formularam para roedores selvagens para que pudessem monitorar seu consumo
através da coleta das fezes no ambiente em que frequentam e, com isso, ambos puderam
perceber que outras espécies ndo alvo também foram atraidas e consumiram as iscas.

No entanto, além de ser atrativa, uma isca deve ser palatavel e conter dose
suficiente do ativo para que seja capaz de atingir o efeito desejado na espécie-alvo
(MCDOWELL, 2013). Morgan (2004), em seu estudo para o controle de populagdes de
gambés usando iscas palatdveis, relata a importancia do fornecimento de iscas placebo
previamente para que o0s animais aprendam onde encontra-las (MORGAN, 2004).

Também é importante conhecer o comportamento do animal alvo como, por
exemplo, locais que frequentam e horario preferencial de alimentagdo, para evitar um
resultado desfavoravel como o relatado por Davis et al. (2008), quando os esquilos do
género Tamias ndo consumiram a quantidade adequada de iscas fornecidas, por seus
habitos alimentares ocorrerem no amanhecer e as iscas terem sido fornecidas no
entardecer.

A questdo da palatabilidade deve ser levada em consideragdo principalmente
quando algum dos ingredientes ativos utilizados for amargo (MCDOWELL, 2013), como
é o caso do fluazuron, por exemplo.

Para minimizar o sabor amargo do fluazuron, Slowik et al. (2001) adicionaram
manteiga de amendoim na formulag&o (isca) a ser oferecida para ratos do género Neotoma
e, para monitorar o consumo da isca pelos roedores, também foi adicionado um corante
vermelho fluorescente, para deixar as fezes pigmentadas.

Os sistemas de liberacdo de farmacos para animais selvagens devem ser capazes
de proteger o composto ativo, sem comprometer a sua eficacia, ja que a formulacéo estara
sujeita a condi¢fes ambientais extremas (variacdo de temperatura e umidade, chuva, luz
ultravioleta e contaminacdo microbiana), como é esperado em uma situagdo de campo,
(MCDOWELL, 2006).
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Para obter essa protecdo das iscas que sdo disponibilizadas no ambiente,
geralmente utilizam-se ceras, principalmente a parafina. A parafina é atoxica e possui

propriedades termoplasticas e de resisténcia a agua (FREUND et al., 1982).

2.10 Sistema de Liberacdo de Farmacos Ectoparasiticidas em Iscas para Animais
Selvagens

H& mais de 20 anos diversos trabalhos vém sendo publicados com sistemas de
liberacdo de farmacos para o controle de infestacGes principalmente por pulgas e
carrapatos para roedores selvagens, sendo a maioria com benzoilfenil ureias e todos com
0 mesmo objetivo final: diminuir a populacdo de ectoparasitos vetores de micro-
organismos causadores de doencas letais ao homem. Nenhum dos artigos publicados
possui o objetivo de controlar o carrapato A. sculptum.

Slowik et al. (2001) realizaram um estudo a campo na Califérnia (EUA) no qual
disponibilizaram iscas contendo fluazuron (40mg/isca) para ratos do género Neotoma
(“ratos trocadores”), com o objetivo de avaliar a eficacia no controle de pulgas e
carrapatos nesses animais. As iscas eram disponibilizadas nos ninhos dos animais e, para
avaliacdo da eficacia, os ratos eram capturados e os espécimes de pulgas e carrapatos
coletados e identificados. A avaliacdo foi feita para as seguintes espécies de carrapatos:
Dermacentor occidentalis, Ixodes pacificus, Ixodes spinipalpis e Ixodes woodi. Apesar
da isca ter sido eficaz no controle de pulgas, ndo houve eficacia no controle de carrapatos
ao longo dos quatro meses de avaliacao.

Um estudo semelhante ao anterior foi realizado em uma area de acampamento na
California (EUA) por Davis et al. (2008), mas com o objetivo de controlar apenas pulgas
em roedores selvagens dos géneros Neotoma, Peromyscus, Spermophilus e Tamias,
utilizando o fluazuron e o lufenuron. As iscas desenvolvidas tinham 40mg de fluazuron
ou 60mg de lufenuron em sua composicdo e eram disponibilizadas préximas as tocas
desses roedores. Ao longo dos anos de avaliacdo do estudo, 0s autores observaram que as
contagens de pulgas diminuiram em todos os roedores avaliados, exceto nos esquilos do
género Tamias. Os préprios autores ressaltaram que a ndo diminuicdo das contagens de
pulgas desses esquilos pode estar relacionada ao fato deles terem fornecido as iscas nos
horarios que os animais ndo costumam se alimentar (causando um baixo consumo) e, ndo
pela ineficacia da formulagé&o.

Um estudo com uma outra benzoilfenil ureia (lufenuron) foi conduzido a campo

na Califérnia (EUA) por Davis (1999) com o objetivo de controlar infestacdes por pulgas
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em esquilos Spermophilus beecheyi. O autor desenvolveu uma isca palatavel contendo
lufenuron no formato de cubos de gelo — posteriormente a formulagéo serviu de base para
o desenvolvimento de outras iscas em diversos trabalhos. Cada isca continha 15mg de
lufenuron (£30mg/kg) e foram distribuidas em todas as tocas durante seis meses.

Para as contagens de pulgas os animais eram capturados em armadilhas e
anestesiados. Posteriormente uma amostra de sangue era coletada por puncdo cardiaca de
alguns animais e acondicionada em tubos contendo EDTA para analise dos niveis de
lufenuron no sangue dos animais através de HPLC (DAVIS, 1999).

Das 29 amostras coletadas por Davis (1999), apenas 6 (21%) demonstraram um
nivel sanguineo de lufenuron de 50 ng/ml. Das 5 amostras coletadas 15 dias apds o
tratamento, 4 (80%) demonstraram niveis de 50 ng/ml (71, 126, 132 e 482 ng/ml). No
entanto, de 24 amostras coletadas 29-32 dias ap0s o tratamento, apenas 2 (8%)
apresentaram niveis de 50 ng/ml (307 e 1.200 ng/ml). Apesar disso, a eficacia no controle
de pulgas nesses esquilos atingiu 96% ap6s o quarto tratamento.

Apesar de ndo ser com um regulador de crescimento, um estudo realizado no
estado de Colorado (EUA) avaliou a eficacia a campo de uma isca contendo fipronil no
controle de pulgas em esquilos Cynomys ludovicianus. A isca foi desenvolvida em
formato de grdos na concentracdo de 0,005% de fipronil (50mg/kg) e a concentracéo foi
confirmada antes do inicio do estudo a campo por HPLC. A concentracdo média de
fipronil na isca foi de 54,9+1,5mg/kg ((n=4, recuperacdo = 98%, Coeficiente de variacdo
(CV) = 2,64%)). Para avaliacdo da eficacia, utilizaram a mesma metodologia empregada
por Davis at al. (1999). A isca foi eficaz no controle de pulgas nos esquilos, com eficacia
mantida entre 95 e 100% por cerca de 30 dias apds o tratamento (POCHE et al. 2017).

Outro estudo realizado por Poché et al. (2018) a campo no Cazaquistdo, utilizou
a mesma isca que Poché et al. (2017) para avaliar sua eficacia no controle de pulgas
(Xenopsylla spp.) e de flebotomineos (Phlebotomus spp.) em gerbis (esquilos Rhombomys
opimus). A concentracdo média de fipronil na isca foi determinada por HPLC em 51,1
mg/kg (n = 4, recuperagdo = 102%). Para determinacao da eficacia no controle de pulgas,
os gerbis foram capturados, penteados e o nimero de espécimes de pulgas identificados
e contados. Para a determinacdo da eficacia no controle dos flebotomineos, foi utilizada
uma armadilha de luz. As iscas foram disponibilizadas no dia 0 e +5. As iscas contendo
fipronil foram 100% eficazes no controle de pulgas Xenopsylla spp. em gerbis por, pelo

menos, 80 dias. O resultado no controle de fémeas de flebotomineos foi inconsistente,
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pois cada espécie de Phlebotomus apresentou uma eficacia diferente, levando os autores
a concluir que o método néo foi adequado para seu controle.

Em um estudo controlado realizado em laboratoério, Poché at el. (2020) avaliaram
a eficacia de uma isca em bloco contendo parafina e fipronil (0,005%) no controle de
Ixodes scapularis em camundongos Peromyscus leucopus. Antes de oferecer as iscas aos
camundongos, a concentracao de fipronil foi verificada por HPLC. A concentragdo média
de fipronil foi de 47,8+4,65 mg/kg (CV: 9,73%; Recuperagéo: 95,6%).

Para o estudo citado acima, 60 camundongos foram divididos em 3 grupos
tratados e 3 grupos controle. Todos 0s animais tratados tiveram sua comida retirada e
receberam apenas isca de contendo 0,005% de fipronil por 48h. Os camundongos dos
grupos controle ndo tiveram sua comida retirada. Apés a retirada das iscas, 0s animais
foram infestados com larvas ndo alimentadas de I. scapularis em um dos seguintes
tempos: um grupo controle (CD1) e um grupo tratado (TD1) foram infestados no dia 1
apos retirada das iscas. Outro grupo controle (CD9)e outro grupo tratado (TD9) foram
infestados no dia 9. Um terceiro grupo controle (CD15) e tratado (TD15) foram infestados
no dia 15 (POCHE et al., 2020).

Para a fixacao das larvas de I. scapularis, os camundongos foram anestesiados.
Em seguida, cada camundongo teve a regido dorsal (omoplata) tricotomizada e entdo um
aparato feito com % de um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL foi fixado utilizando uma
mistura de resina e cera de abelha natural (proporcéo de 3:1). Aproximadamente 40 larvas
foram aplicadas em cada aparato usando um pincel de ponta fina e, entdo, uma tampa de
plastico perfurada com orificios foi fixada a cada abertura da capsula. As larvas foram
monitoradas continuamente durante os proximos 4 dias consecutivos (POCHE et al.
2020).

Dezesseis camundongos foram selecionados para coleta de sangue para
determinacdo da concentracdo plasmatica do fipronil (CP). Antes da coleta os animais
foram eutanasiados. Aproximadamente 100 puL de sangue foram coletados de cada animal
por meio de puncdo cardiaca. As amostras de plasma foram analisadas para CP de fipronil
usando um procedimento validado de cromatografia liquida-espectrometria de massa
(LC/MS) (POCHE et al., 2020).

A isca de fipronil ndo pareceu produzir neofobia em camundongos, pois a
quantidade de isca ingerida em 24 e 48 horas de exposicdo ndo diferiu significativamente.

A exposicéo de 48 horas a isca de fipronil impediu que 100% das larvas se alimentassem
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até a replecao total nos dias +1, +9 e +15 pos-tratamento. A média de CP foi de 948,9,
101,2 e 79,4 ng/mL para os dias +1, +9 e +15, respectivamente (POCHE et al., 2020).

Apo6s o estudo descrito anteriormente, Poché et al. (2021) (mesmo grupo de
autores) avaliaram a eficacia da isca de fipronil a 0,005% no controle de I. scapularis em
camundongos (P. leucopus) sob condicdes simuladas de campo. Para isso, 80
camundongos foram divididos em quatro grupos tratados e quatro grupos controles da
seguinte maneira: T24-1 (isca de fipronil disponibilizada por 24h; infestado no dia +1);
C24-1 (s6 receberam alimentacdo comercial; infestados no dia +1); T24-15 (isca de
fipronil disponibilizada por 24h; infestado no dia +15); C24-15 (s6 receberam
alimentacdo comercial; infestados no dia +15); T168-21 (isca de fipronil disponibilizada
por 168h; infestado no dia +21); C168-21 (s6 receberam alimentacdo comercial;
infestados no dia +21); T168-35 (isca de fipronil disponibilizada por 168h; infestado no
dia +35); C168-35 (s0 receberam alimentacdo comercial; infestados no dia +35). A etapa
de infestacdo e avaliagdo dos carrapatos ocorreu da mesma forma descrita por Poché et
al. (2020).

Quatro dias ap6s a infestacdo, amostras de sangue foram coletadas de todos
camundongos como descrito por Poché et al. (2020) para verificacdo da concentracdo
plasmatica de fipronil (POCHE et al., 2021).

Nos ultimos anos, as isoxazolinas tem sido escolhidas como novo método de
controle de ectoparasitos em pequenos animais e, com isso, abriu precedentes para novos
estudos com roedores selvagens.

Em um estudo controlado, Pelletier et al. (2020) avaliaram a agéo do fluralaner
(Bravecto®) sobre larvas de Ixodes scapularis em um estudo controlado utilizando como
hospedeiro ratos Peromyscus maniculatus. Tal roedor foi escolhido por ser
filogeneticamente préximo ao hospedeiro preferencial de I. scapularis o rato Peromyscus
leucopus (principal reservatorio da bactéria causadora da Doenca de Lyme) e por ser um
hospedeiro permissivo para o carrapato.

Vinte e nove ratos foram divididos em trés grupos, sendo um controle (recebeu
apenas a isca de manteiga de amendoim) e dois tratados. O tratado 1 recebeu 50mg/kg de
fluralaner macerado misturado na isca de manteiga de amendoim, enquanto o tratado 2
recebeu 12,5mg/kg misturado na isca. Os animais ficaram individualizados em gaiolas
com agua e comida a vontade e as iscas foram disponibilizadas mimetizando o ambiente
natural. Somente apds 24h foi verificado se houve o consumo das iscas (PELLETIER et
al., 2020).
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Para avaliar a eficacia do tratamento, cada animal foi infestado com 20 larvas néo
alimentadas de I. scapularis nos dias +2, +28 e +45 utilizando uma pinca entomoldgica e
com 0s animais anestesiados por uma hora. Apés 12, 24 e 48h da infestagdo, os animais
foram anestesiados por 5 minutos para inspe¢do e contagem dos espécimes fixados. Na
avaliacdo 48h pos infestacdo as larvas que ainda estavam fixadas foram coletadas e
observadas em estereomicroscopio para classificacdo de vivas e mortas. Amostras de
sangue foram coletadas de trés ratos nos trés dias de infestacdo para determinagdo da
concentracdo plasmatica de fluralaner por HPLC (PELLETIER et al., 2020).

A eficacia observada foi superior a 94% para os dois grupos tratados no dia +2,
no entanto, os niveis de eficacia observados do dia +28 foram inferiores a 4%. No dia +2,
a média aritmética da concentracdo plasmatica foi de 13.815+11.585 ng/mL para o tratado
1 e 459446995 ng/mL para o tratado 2. Devido ao desvio padrdo significativo, ndo houve
diferenca estatistica entre os dois grupos. No dia +28, as diferencas na concentracédo
plasmatica entre os grupos tratados diminuiram com 579 + 885 ng/mL para o tratado 1 e
208 + 277 ng/mL para o tratado 2. A concentracdo plasmatica tornou-se praticamente a
mesma no dia +45 com 46,7+£0,5 ng/mL e 52+1 ng/mL, respectivamente (PELLETIER et
al., 2020).

Os resultados promissores apresentados por Pelletier et al. (2020) incentivaram a
continuagdo do trabalho para que fosse executado a campo, com roedores naturalmente
infestados.

Pelletier et al. (2022) realizaram o estudo a campo no Québec (Canada) por trés
anos disponibilizando, dentro de estacdes proprias, a isca contendo pasta de amendoim e
fluralaner (50 a 100mg/kg), uma vez por semana, durante o verdo, para que fosse
consumido por pequenos mamiferos. Durante o periodo do estudo, por serem
considerados principais hospedeiros para bactéria Borrelia burgdorferi, apenas os ratos
Peromyscus spp. foram capturados e anestesiados para contagem de larvas e ninfas de
carrapatos fixados. Para verificar se a populagdo de carrapatos estava diminuindo,
também foi realizado arrasto no local. Ao término do estudo 0s autores observaram que
houve diminuigcdo do numero de carrapatos I. scapularis imaturos em ratos Peromyscus

spp., com eficacia de até 86% contra larvas e até 72% contra ninfas.

2.11 Desenvolvimento De Blocos Parafinados E Testes De Bancada
Antes de uma formulagdo ser testada in vivo, ela passa por processos de

desenvolvimento com controle de qualidade rigoroso (CANCHUMANI, 2009).
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A producdo de medicamentos deve obedecer as Boas Praticas de Fabricagédo
(BPFs), que tem por objetivo padronizar os procedimentos para que sua reprodutibilidade
seja possivel (CALARGE et al., 2007).

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (2019), as formas farmacéuticas sélidas
em dose unitaria devem ser pesadas para verificar se todas as unidades de um mesmo lote
possuem uniformidade de peso. Peso igual ou superior a 250mg possui limite de variacdo
aceito de £5%.

Para determinacdo de resisténcia mecanica, sdo necessarios testes de dureza e
friabilidade, os quais necessitam de aparelhagem adequada para serem realizados, no
entanto, o resultado do teste de dureza é apenas informativo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019).

Cada unidade do lote de um medicamento deve ter quantidade do componente
ativo proxima a declarada, para que a administracdo das doses seja correta. Para
verificacdo da uniformidade de dose, é importante realizar duas avaliagGes: varia¢do de
peso e uniformidade de contelido. Para a variacao de peso deve-se pesar individualmente
10 unidades. Para a uniformidade de conteldo (doseamento) deve-se analisar
individualmente 10 unidades e, com os resultados obtidos de peso individual e
doseamento, calcular o valor de aceitagio (VA) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

N&o foram encontradas referéncias acerca de caracteristicas organolépticas de
iscas palataveis, no entanto, as caracteristicas organolépticas dos comprimidos (incluindo
0s mastigaveis/palataveis) que devem ser avaliadas sdo: cor, forma, tamanho, odor, sabor,
textura e aparéncia. E importante, principalmente por questdes psicoldgicas no caso de
humanos, que os comprimidos tenham aparéncia estética agradavel, ou seja, superficies
lisas, sem danos, aspecto uniforme e, preferencialmente, seu exterior deve ser brilhoso
(ASSIS, 2013).

Quando um ingrediente ativo é transformado em uma forma farmacéutica, antes
de ser testada na espécie alvo, deve passar por testes de estabilidade. Esses testes tém o
objetivo de avaliar a influéncia que diversos fatores ambientais como temperatura,
umidade e luz irdo interferir no medicamento (ANVISA, 2019).

Os ensaios de estabilidade empregados sdo de escolha do pesquisador e podem
ser classificados em organolépticos, fisico-quimicos e microbioldgicos. Alguns testes de

estabilidade sugeridos por Isaac et al. (2008) estdo relacionados abaixo:

33



e Estresse térmico: as amostras devem ser submetidas a temperaturas de 5 a 45°C
para deteccao de sinais de instabilidade. A ndo separacao de fases € um indicativo
de estabilidade do produto.

e Aspecto: a avaliagho do aspecto leva em consideracdo caracteristicas
macroscopicas que sugiram instabilidade. A ndo ocorréncia de turvacdo é
indicativo de estabilidade. O aspecto de formas solidas pode ser descrito como
homogéneo, heterogéneo, transparente, opaco e leitoso.

e Cor: deve ser avaliada sob luz branca, natural. A comparacgéo da cor da amostra
analisada deve ser comparada com a do padréo e pode ser classificada em normal

(sem alteracdo), levemente modificada e intensamente modificada.

Além dos fatores ambientais, outros fatores, tais como, as propriedades dos
excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e composicdo também influenciam na
estabilidade do produto (SOUZA, 2009). Os excipientes, também conhecidos como
ingredientes inativos, sdo as substancias que ndo possuem propriedades terapéuticas e sao
utilizadas apenas para assegurar estabilidade fisico-quimica e organoléptica do produto
farmacéutico (BALBANI, 2006).

De acordo com Balbani (2006), os excipientes que podem ser usados em
formulacbes para uso oral s&o: conservantes, corantes, aromatizantes, adogantes,
espessantes, emulsificantes, estabilizantes ou antioxidantes. A escolha de excipientes
podera influenciar na aceitacdo do paciente ao medicamento oferecido.

O desafio associado aos medicamentos de sabor amargo é muito maior do que 0s
medicamentos sem sabor, sendo necessario 0 mascaramento de sabor e odor. A adi¢éo de
produtos a base de alimentos em uma formulacdo palatavel é uma opcéo. Além disso,
também podem ser utilizados sabores artificiais (THOMBRE, 2004).

No quadro abaixo (Quadro 1) estdo relacionados os excipientes e ativos utilizados
em alguns estudos com formulacGes em isca para o controle de ectoparasitos em animais,
onde € possivel observar que a maioria dos trabalhos utilizou palatabilizantes e

aromatizantes para facilitar a aceitacdo da espécie-alvo.
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Quadro 1: Relacao de estudos publicados contendo a descri¢éo dos ativos e excipientes

utilizados para formulagao de iscas para o controle de ectoparasitos em animais

racdo seca para caes,
aveia, parafina e
pigmento vermelho

fluorescente

Referéncia Excipientes Ativo Espécie-alvo
Davis (1999) Manteiga de amendoim, Lufenuron Esquilos
racao seca para caes e Spermophilus
aveia, parafina beecheyi
Slowik et al. (2001) | Manteiga de amendoim, Fluazuron Ratos do género

Neotoma

Davis et al. (2008)

Manteiga de amendoim,

Fluazuron ou

Roedores dos

racao seca para caes, lufenuron géneros

aveia em flocos, sementes Neotoma,

de passaros silvestres, Spermophilus,
parafina e pigmento Tamias e
vermelho fluorescente Peromyscus

Borchert et al. | Aveia Imidacloprida | Esquilos

(2009) Spermophilus
beecheyi

Poché et al. (2017) | Aveia e parafina Fipronil Esquilos
Cynomys
ludovicianus

Poché et al. (2018) | Aveia e parafina Fipronil Esquilos
Rhombomys
opimus

Poché et al. (2020); | Parafina Fipronil Camundongos

Poché et al. (2021)

Pelletier et al. (2020) | Manteiga de amendoim Fluralaner Ratos
Peromyscus
maniculatus

Pelletier et al. (2022) | Manteiga de amendoim Fluralaner Ratos do género

Peromyscus spp.
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2.12 Estudos de Palatabilidade e Aceitacao para Animais

Diversos trabalhos e guias vem sendo publicados sobre palatabilidade de
medicamentos e de alimentos para animais de companhia, principalmente cées e gatos.
Poucos estudos acerca de palatabilidade foram publicados com porquinhos-da-india e,
nenhum com medicamentos palataveis, todos apenas com op¢des de alimentacdo. As duas
principais metodologias ja validadas para avaliacdo da palatabilidade de alimentos para
caes e gatos sdo: teste da tigela Unica e teste de duas tigelas (ALDRICH; KOPPEL, 2015).

Resumidamente, o teste da tigela Gnica consiste em metade dos animais recebem
o alimento “X” por cinco dias consecutivos, enquanto a outra metade recebe o alimento
“Y” pelo mesmo periodo. Apos os cinco dias, os alimentos “X” e “Y” sdo invertidos para
os pares de animais por mais cinco dias. No final dos 10 dias, é feita a avaliacdo do
consumo geral. J& o teste de duas tigelas consiste em colocar dois alimentos em suas
respectivas tigelas e apresenta-los simultaneamente ao animal. Assim, ao contrario do
teste da tigela Unica, o animal terd uma escolha (ALDRICH; KOPPEL, 2015).

De acordo com Thombre (2004), o termo “palatabilidade” refere-se a aceitacdo
voluntaria ou ingestdo de uma composicdo farmacéutica por animais de companhia.
Dados como velocidade com que o anima aceita o produto, grau de interesse/ entusiasmo
demonstrado pelos animais pode ser considerado medida de palatabilidade. No entanto,
o0 dado mais importante € o se foi ou ndo consumido.

A palatabilidade para os animais depende principalmente do cheiro e sabor do
produto oferecido, mas outras caracteristicas como forma, tamanho, textura, dureza e cor
também influenciam. A palatabilidade de um medicamento veterindrio ndo deve ser
extrapolada para outra espécie animal, nem para animais da mesma espécie mas que
vivam em condic6es diferentes (condi¢cdes controladas e de campo) e tampouco para
animais da mesma espécie em condicGes de saude distintas (animal sadio e animal
doente). Palatabilidade deve ser testada em animais representativos da populagéo alvo
(CVMP, 2014).

A aceitacdo quando ocorre o consumo total voluntério dentro do tempo maximo
de oferta. A ndo aceitacdo é considerada quando o animal ndo consome todo o
medicamento no tempo pré-determinado, quando o animal consome parcialmente o
medicamento, quando o animal regurgita/cospe o medicamento ou quando o animal se
recusa a ingerir o medicamento. O produto é considerado palatavel quando as taxas gerais
de aceitacdo voluntaria atingem, pelo menos, 80% em cées e 70% em outras espécies. O

limiar deve ser atingido em um grupo de pelo menos 50 animais se o produto for

36



administrado apenas uma vez e de, pelo menos, 25 se o produto for administrado pelo
menos duas vezes (CVMP, 2014).

De acordo com o guia da CVMP (2014), quando ocorre aceitacdo voluntaria, a
seguinte frase pode ser adaptada “O produto € palatavel, ou seja, geralmente é consumido
voluntariamente por [espécie] (consumo voluntario em > [70]/[80]% das ocasiGes em
animais estudados)”.

Poché et al. (2021) avaliaram a palatabilidade de uma formulacdo em isca
contendo fipronil e parafina para camundongos P. leucopus. Para isso, apds o periodo de
aclimatacao, toda a dieta especifica para roedores foi retirada das gaiolas e, entdo, para
0s grupos tratados, foi disponibilizada aproximadamente 100g da isca contendo fipronil
dentro de uma estacdo para roedores de um lado da gaiola. Em um comedouro, foi
disponibilizado aproximadamente 50g da alimentacdo comercial para roedores + 50g de
aveia em flocos no lado oposto ao da estacdo contendo a isca. Para 0s grupos controle,
foram disponibilizados dois comedouros contendo em cada 50g da alimentagéo comercial
para roedores + 509 de aveia em flocos. Os grupos foram divididos em: T24 (10 machos
e 10 fémeas; receberam a isca de fipronil por 24h); C24 (10 machos e 10 fémeas;
receberam apenas a alimentacdo citada anteriormente por 24h); T168 (10 machos e 10
fémeas; receberam a isca de fipronil diariamente por 168h); C168 (10 machos e 10
fémeas, receberam apenas a alimentag&o citada anteriormente por 168h) (POCHE et al.
2021).

Os resultados encontrados por Poché at al. (2021) indicaram que a isca de fipronil
foi palatavel mesmo na presenca de alimentacdo. Em média, os camundongos dentro de
cada grupo tratado consumiram mais isca de fipronil do que a alimentagéo
disponibilizada. A isca de fipronil representou 89,8% e 82,9% da dieta total consumida
por camundongos machos e fémeas, respectivamente, no grupo que teve a isca
disponibilizadas por apenas 24h. No grupo em que a isca era disponibilizada por 168h, o
consumo foi de 53,1% e 74% da dieta total para camundongos machos e fémeas,
respectivamente. Camundongos machos que tiveram a isca disponibilizada por 24h
consumiram uma média de 85 mg de fipronil/lkg de peso corporal, ja as fémeas
consumiram uma média de 7,3 mg/kg. Os que tiveram a isca disponibilizada por 168h

consumiram uma média de 4,7 mg/kg/dia (macho) e 4,8 mg/kg/dia (fémea).
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3 MATERIAL E METODOS

Para que os objetivos deste trabalho fossem atingidos, foram necessarios seis

estudos, que ocorreram de forma cronoldgica, ja que a maioria necessitava do resultado

do estudo anterior para que fosse delineado e executado o seguinte.

Os estudos estéo listados de acordo com a ordem em que ocorreram, com Seus

respectivos objetivos e nimero de protocolo da Comiss3o de Etica no Uso de Animais do

Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(CEUA/IV/UFRRJ), conforme tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1: Estudos realizados e seus respectivos protocolos de autorizagao da Comissdo
de Etica no Uso de Animais.

Estudo

Objetivo

N° CEUA

Estudo |

Determinar a influéncia de trés diferentes doses de
fluazuron administrado por gavagem na concentragédo
plasmatica e na eficacia no controle de A. sculptum em

porquinhos-da-india (anélises farmacocinéticas e

farmacodinamicas — PK/PD).

3260110219

Estudo 11

Determinar a farmacocinética descritiva do fluazuron

administrado por gavagem em porquinhos-da-india.

6044140721

Estudo 111

Desenvolver uma formulacdo em isca, palatavel e

resistente a diferentes temperaturas e umidades

Né&o se aplica

Estudo IV

Avaliar a aceitacédo e palatabilidade da formulagéo

desenvolvida

6640210721

Estudo V

Determinar a farmacocinética descritiva do fluazuron
apos administracdo do bloco medicamentoso palatavel

para porquinhos-da-india.

7690060821

Estudo VI

Avaliar a eficacia no controle de A. sculptum em
porquinhos-da-india ap6s a administracao do bloco

medicamentoso palatavel.

2786091221

Todas as etapas do trabalho foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de

Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), pertencente ao
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Departamento de Parasitologia Animal (DPA), do 1V da UFRRJ, localizada no municipio

de Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

3.1  Estudo I: Farmacocinética e eficacia do fluazuron administrado por gavagem

no controle de Amblyomma sculptum

3.1.1 Selecéo dos hospedeiros

Foram utilizados 24 porquinhos-da-india (Cavia porcellus) clinicamente
saudaveis, sem raca definida, de ambos 0s sexos, com idade entre 6 e 8 meses, pesando
entre 0,5 e 0,9kg.

Para certificacdo de que os animais estavam dentro da faixa de peso adequado,
foram pesados individualmente em balanca digital previamente calibrada.

Os animais foram adquiridos de um criadouro comercial certificado e ndo tinham
historico de contato prévio com carrapatos e nem com antiparasitarios.

Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em gaiolas
individuais suspensas a um metro do chdo, com dimensdes 0,60m (altura) X 1,2m
(largura) X 0,60m (profundidade).

As gaiolas foram mantidas dentro de um recinto que néo era compartilhado com
outros animais, apenas o do estudo. A temperatura do recinto foi controlada com ar-
condicionado, mantendo o ambiente com 21 + 1 °C.

A limpeza do recinto, das gaiolas, comedouros e bebedouros foi realizada sempre
pelas mesmas pessoas com agua e detergente neutro, uma vez ao dia.

O fornecimento de é&gua potdvel era ad libitum e oriunda de sistema de
abastecimento. A racdo seca era propria para porquinhos-da-india (Alcon Club®) e
oferecida duas vezes ao dia, de acordo com 0 peso e necessidade de cada individuo,
conforme recomendado pelo fabricante.

A composicdo da racdo, segundo o fabricante é de: Alfafa desidratada (35,2 %),
fuba de milho, farelo de soja, fibra vegetal (5 %), 6leo de soja refinado, cenoura
desidratada, extrato de levedura (fonte de nucleotideos) (0,7 %), premix vitaminico
mineral, beterraba desidratada, aditivo prebidtico (0,2 %), farinha de alga (fonte de DHA
- Omega 3) (0,07 %), vitamina C, aditivo adsorvente de odor (0,03 %), antioxidantes
(Etoxiquin, Propilgalato, acido citrico, BHA, BHT).

Foram adotadas medidas de enriquecimento ambiental de forma a minimizar o

estresse causado pelo confinamento e manejo necessarios a conducdo do ensaio.
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Diariamente foram disponibilizadas, dentro de cada gaiola, uma bandeja plastica limpa e
seca contendo feno proprio para categorias de animais mais exigentes, onde eles podiam
comer, brincar, se esconder e dormir. Além disso, foram disponibilizados blocos de célcio
e fésforo da marca Rodent Alcon® proprios para que os porquinhos-da-india pudessem

roer e desgastar seus dentes.

3.1.2 Obtencéo dos carrapatos Amblyomma sculptum

Os carrapatos utilizados no estudo foram provenientes da colonia ja estabelecida
e mantida nas dependéncias do LQEPV (CEUA 7699190418).

Para a manutengdo da coldnia, coelhos da raga Nova Zelandia sdo infestados
semanalmente com larvas, ninfas ou adultos ndo alimentados de A. sculptum. Os
espécimes ingurgitados recuperados sdo acondicionados em seringas e mantidos em
camara climatizada com demanda bioquimica de oxigénio (tipo DBO) a 27+1°C e
90+10% de umidade relativa (UR), de acordo com o procedimento operacional padrdo do
LQEPV.

3.1.3 Delineamento experimental

O estudo iniciou no dia experimental -14 (antes do tratamento) com o recebimento
dos animais e posterior aclimatacdo de 24 porquinhos-da-india (12 machos e 12 fémeas).
Todos os procedimentos realizados com os animais foram feitos sempre pelas mesmas
pessoas.

Os animais foram submetidos a avaliagdes clinicas, para que houvesse a inclusao
apenas de animais saudaveis. Em seguida, todos os animais foram microchipados, pela
via subcutanea, na regido entre as escapulas, utilizando uma agulha por animal. Cada
animal foi contido sobre a mesa de procedimentos, sendo mantido em decubito esternal
com uma das maos sobre a regido pélvica e a outra sobre a regido toréacica. Foi realizada
assepsia da pele com algoddo embebido em alcool 70% e aplicado o microchip pela via
subcutanea com dispositivo de aplicagdo préprio disponibilizado pelo fabricante.

No dia -7 os animais foram divididos entre 0s quatro grupos experimentais: Um
grupo controle (GC) e trés grupos tratados (G1, G2 e G3). Para a randomizacdo, uma lista
decrescente para cada sexo foi preparada contendo o peso de cada animal. Os animais
foram divididos por sorteio entre os quatro grupos (seis animais/grupo — GC, G1, G2 e
G3), sendo o sorteio comecando pelo mais pesado até chegar ao mais leve, alocando um

animal em cada grupo, até que houvesse seis em cada, trés machos e trés fémeas.
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No dia -1 os animais pertencentes aos grupos tratados foram submetidos a coleta
de sangue. Cada animal foi contido individualmente com auxilio de uma toalha limpa,
que foi enrolada ao seu redor, mantendo apenas pescoco e cabega expostos. Sua cabeca
foi posicionada pelo responsavel pela contencdo de forma que o focinho ficasse voltado
para cima. Entdo foi realizada tricotomia da regido cervical ventral com maquina de tosa
silenciosa (indicada para uso em gatos), realizada assepsia da pele com algodao embebido
em alcool 70% e, posteriormente, foi realizada a coleta de 1mL de sangue através da
puncdo da veia jugular com agulha 25x0,7mm e seringa de 3mL. O sangue foi
acondicionado em tubo contendo heparina com capacidade para 4mL.

Do dia 0 ao dia +14, o Grupo Controle, ndo recebeu nenhum tratamento, e 0s
grupos G1, G2 e G3, receberam uma formulagéo contendo fluazuron administrada por
gavagem em trés doses: G1 — 1mg/Kg de peso vivo, G2 — 5mg/Kg de peso vivo e G3 —
10mg/Kg de peso vivo, a cada 24h, por 15 dias. Todos os animais dos grupos tratados
foram pesados diariamente para o calculo correto da administracdo da solucéo (volume
administrado = 1mL/Kg).

Para o procedimento de gavagem, a solugédo contendo fluazuron foi aplicada com
auxilio de seringa de 1mL, acoplada a uma sonda uretral n°8. A sonda teve a sua ponta
cortada, para que a suspensao viscosa contendo o fluazuron pudesse fluir facilmente pela
canula. Antes da introducéo, foi realizada a medi¢do do quanto a sonda deveria ser
introduzida, medindo-se a distancia da ponta do nariz até a primeira costela do animal.
Em seguida, a ponta da canula era introduzida na lateral da boca da cobaia, deslizando
Sua ponta a para o interior da cavidade oral, por cima da lingua do animal, realizando um
movimento delicado e continuo. Ao estar devidamente posicionada, o fluazuron era
administrado lentamente. Esses procedimentos eram realizados para todos 0s animais e
nenhum material (seringa, sonda) era reutilizado (Figura 3). A sonda utilizada possuia
diametro largo o suficiente para ser introduzido facilmente no eséfago do animal e, ao
mesmo tempo, largo demais para que houvesse o risco de ser introduzido erroneamente

na traquéia.
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Figura 3. (A) Introducédo da sonda por via oral em cobaias para administragéo de solucéo
contendo fluazuron por gavagem; (B) sonda uretral n°8 acoplada a uma seringa de 1mL,
contendo a solucdo de fluazuron, sendo introduzida por via oral em cobaias.

Nos dias +1, +4, +7 +15 e +21 (apds o tratamento) os animais dos grupos tratados
foram submetidos a coleta de sangue para analises farmacocinéticas (PK), conforme
descrito no dia -1. Imediatamente ap6s todas as coletas de sangue, os tubos contendo as
amostras foram centrifugados a 756g por 10 minutos a 4°C, o plasma pipetado,
acondicionado em microtubo Eppendorf (Figura 4), identificado com o n® do microchip

do animal e dia experimental e congelado a -20°C até analise.

Figura 4. Tubo de heparina contendo sangue total e microtubo Eppendorf contendo
500uL de plasma em ap6s centrifugacdo do sangue total.

No dia +6, foi realizada tricotomia da regido dorsal de todos os animais (incluindo

os do grupo tratado) (Figura 5). Na regido tricotomizada, foi fixado um capuz de pano

42



(HEINE et al., 1987) com auxilio de cola Unna (HADANI et al., 1969) e esparadrapo
impermeével (Cremer®) (Figura 6).

Figura 5. Regido dorsal de porquinho-da-india tricotomizada para fixacdo do capuz de
pano.

Figura 6. Capuz de pano fixado com cola Unna e esparadrapo em porquinho-da-india.

No dia seguinte (d+7), cada porquinho-da-india foi infestado com
aproximadamente 1000 larvas ndo alimentadas de A. sculptum, cerca de 35 dias apés
emergirem dos ovos. O tempo de espera entre a fixacdo do capuz de pano e da infestacédo
foi de 24h, como garantia de que a cola havia secado totalmente.

Para a infestacdo, primeiramente cada capuz foi aberto e a uma seringa contendo
aproximadamente 1000 larvas (Figura 7) foi depositada dentro de cada um (Figura 8). Os
capuzes foram fechados com elastico e esparadrapo, para evitar a fuga dos espécimes
(Figura 9A). Alem disso, sobre cada capuz, foi colada uma identificagdo contendo o
microchip do animal e o grupo experimental (Figura 9B).
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Figura 7. Seringas (5mL) contendo aproximadamente 1000 larvas ndo alimentadas de
Amblyomma sculptum utilizadas para a infestacdo dos porquinhos-da-india.

Figura 8. Porquinho-da-india com capuz de pano fixado ao dorso, sendo infestado com
aproximadamente 1000 larvas (35 dias de idade) de Amblyomma sculptum.
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Figura 9. (A) Capuz de pano em porquinhos-da-india sendo fechado com esparadrapo
para evitar a fuga das larvas de Amblyomma sculptum; (B) Capuz de pano em porquinho-
da-india sendo identificado com o nimero do microchip do animal e grupo experimental.

A quantidade de larvas utilizada para o processo de infestacdo foi baseada na
quantidade de massa de ovos pesada e na contagem de ovos por grama e percentual de
eclosdo ja pré-determinados (dados oriundos dos procedimentos registrados na colénia
de A. sculptum).

A primeira observacéo foi realizada 24h ap06s a infestacao, periodo necessario para
que as larvas se fixassem. Diariamente, do dia +8 ao +14, os capuzes de pano foram
inspecionados (Figura 10) e os espécimes ingurgitados foram coletados (Figura 11),
contados, acondicionados em seringas cortadas de 5mL com algodédo na ponta e mantidos
em camara climatizada tipo DBO a 27+1°C e 90+10% de UR.

Figura 10. Larvas de Amblyomma sculptum alimentadas observadas dentro de capuz de
pano fixado em porquinho-da-india.
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Figura 11. Larvas de Amblyomma sculptum despejadas sobre bandeja branca (circulo
vermelho) apds completo repasto sanguineo em porquinho-da-india.

Apds 14 dias, tempo necessario para as larvas ingurgitadas mudarem para ninfa,
as seringas com os espécimes foram avaliadas quanto a muda e quanto a vivas e mortas.

A andlise estatistica do nimero de larvas ingurgitadas desprendidas foi realizada
quanto a normalidade dos dados, utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk entre 0s grupos
experimentais.

Os dados percentuais de larvas ingurgitadas que mudaram para ninfa foram
utilizados para determinar se houve diferenca significativa usando ANOVA (critério)
entre 0s grupos experimentais. Em todas as analises foi considerado um percentual de
significancia > 95%. As analises foram realizadas utilizando-se 0 programa estatistico
BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2011).

Ao final do estudo todos os animais foram eutanasiados seguindo os métodos
preconizados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA, 2018). Os animais foram contidos com auxilio de uma toalha limpa que foi
disposta ao redor do corpo do animal, mantendo apenas cabega, pescogo e um de seus
membros tordcicos expostos. Foi realizada tricotomia da regido onde fica localizada a
veia cefalica com maquina de tosa silenciosa, seguida de assepsia com alcool 70% e
canulacdo da veia cefalica com cateter 24G e fixacdo com esparadrapo impermeavel.
Entéo foi aplicado Tiopental (70mg/kg) pela via intravenosa, a fim de se obter um plano

anestésico profundo. Apds a confirmagéo da perde de consciéncia, foi aplicado cloreto de
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potassio (100mg/kg) pela via intravenosa. A confirmacdo da morte se deu pela observagéo

de apneia, assistolia, mucosas palidas e perde do reflexo corneal.

3.1.4 Preparo das formulacdes contendo fluazuron

O fluazuron foi pesado em balanca semianalitica (SHIMADZU; modelo BL
320H; acurécia de 0.001g) previamente calibrada, diluido em N-metil-pirrolidona e
acondicionado em frascos @mbar. Para cada grupo tratado foi realizada uma diluigéo
separada, de forma que todos os grupos recebessem o fluazuron na posologia de 1mL por
Kg de peso vivo. Apos a diluicdo, os frascos foram identificados contendo a data da
diluicdo, o grupo com a dose referente e 0 nome do responsavel pelo preparo da solucéo
(Figura 12).

EP\I - Farmacomet"la
e | - A
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Figura 12. Frascos contendo solugéo de fluazuron utilizada para aplicacdo por gavagem
em porquinhos-da-india. Da esquerda para direita, o primeiro frasco corresponde ao G1
(1mg/Kg de fluazuron), o segundo frasco corresponde ao G2 (5mg/Kg de fluazuron) e o
terceiro frasco corresponde ao G3 (10mg/Kg).

3.1.5 Analise farmacocinética

Os parédmetros farmacocinéticos foram determinados usando o programa PK
solver (Microsoft Excel®, Redmond, WA, EUA), usando o modelo ndo compartimental
de administracdo extravascular. Todos os parametros PK foram calculados usando a
concentra¢do plasmatica individual versus dados de tempo. A concentragdo méxima
medida para um determinado animal (Cmax) e o tempo desde a dosagem até a
concentracdo maxima (Tmax) foram medidos individualmente. A &rea sob a curva de zero
até o ultimo tempo t (AUCO-t) foi calculada pelo método trapezoidal linear e extrapolada
para o infinito (AUCO0-).
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Os resultados sdo expressos como média aritmética = desvio padrdo (DP). Os
dados foram analisados estatisticamente por ANOVA seguida pelo teste de Tukey para

comparagdes multiplas utilizando GraphPad Prism 6.0 com 95% de significancia (p <

0,05).

3.1.6 Procedimentos analiticos

As concentragdes plasmaticas de fluazuron foram analisadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com deteccao de ultravioleta (CLAE-UV) e extracdo em fase
solida (SPE) de acordo com o procedimento descrito por Ferreira et al. (2019), adaptado
e otimizado para plasma de cobaias. As amostras de plasma foram submetidas a limpeza
SPE usando cartuchos de extragdo Discovery 18-LT (500 mg, 3 mL) (Supelco, EUA)
conectados a um coletor de vacuo Visiprep SPE (Supelco, EUA), usando acetonitrila
como solvente eluente.

O processo de extracédo foi iniciado com a centrifugacdo refrigerada da amostra
sanguinea, a 3000 rpm por 10 minutos. Ap6s separacdo, 500 microlitros do plasma foram
contaminados com 25 microlitros de clorfluazuron 140 ng/mL, utilizando-se o vOrtex para
homogeneizacdo da amostra.

Os cartuchos foram acondicionados sob vacuo (com auxilio de uma bomba)
(Figura 13), com 2mL de metanol, as valvulas dos cartuchos foram abertas, de forma a
gotejar sem que ocorresse a secura. Ao se observar o menisco de metanol acima do
cartucho, desligou-se a bomba e fechou-se as valvulas dos cartuchos, adicionando 2mL

de agua destilada. Repetiu-se 0 processo anterior, até préximo a secura.

SSUPELCQ e

Figura 13. Cartuchos acondicionados sob vacuo (com auxilio de uma bomba).
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Ap0s o condicionamento, realizou-se a transferéncia do plasma contaminado para
os cartuchos, realizando a eluicdo no cartucho sob véacuo, sem deixar 0 mesmo secar.
Nesta etapa, o cartucho adquiriu coloracao avermelhada pela elui¢do do plasma sanguineo
(Figura 14).

Figura 14. Transferéncia do plasma contaminado com clorfluazuron para os cartuchos.

Foi adicionado 1mL de agua destilada para realizar a lavagem dos cartuchos. Apos
esta etapa, a valvula de cada cartucho sob vacuo foi aberta, deixando secar por
aproximadamente 10 minutos para garantir a auséncia de agua. Apés este tempo, as
valvulas dos cartuchos foram novamente fechadas.

Foram descartados os residuos das etapas de condicionamento, carregamento e
lavagem dos cartuchos e foi utilizada uma estante com eppendorfs para coleta das
amostras com o ativo em estudo. Para ndo haver perda das amostras, as pontas dos
cartuchos ficaram localizadas no interior dos eppendorfs.

Foi adicionado de 1mL de acetonitrila em cada cartucho, ligando-se o vacuo, para
ocorrer a elui¢do do fluazuron juntamente com a acetonitrila. Nesta etapa, a valvula ficou
aberta a fim de garantir o gotejamento, permitindo a elui¢do do ativo. Se a separagdo
ocorresse de maneira muito rapida, nem todo ativo seria eluido, comprometendo a analise.

Apos eluicdo lenta, todas as valvulas foram abertas, deixando chegar a secura.
Esta etapa foi realizada em uma replicata, pelo pequeno volume de sangue coletado dos

animais.
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O contetdo dos eppendorfs foi evaporado até a secura em centrifuga a vacuo
(SpeedVac) e reconstituido em 100uL de acetonitrila (Figura 15). A separacdo
cromatogréfica foi realizada utilizando uma coluna C18 (Kromasil, 3,5 um; 4,6x100 mm;
Tedia, Rio de Janeiro, Brasil), precedida por uma coluna guarda C18 (Kromasil, 3,5 um;
4,6x10 mm; Tedia, Rio de Janeiro, Brasil), ambos mantidos a 25 °C. A fase mdvel
consistia em acetonitrila:agua (80:20, v/v) com vazdo de 1,0 mL/minuto. O comprimento

de onda UV foi fixado em 260 nm e o volume de injecdo foi de 20 pL.

Figura 15. Etapa de pré-evaporacao até a secura em centrifuga a vacuo.

3.2  Estudo Il: Farmacocinética descritiva do fluazuron administrado por

gavagem
Para este estudo, a determinacdo dos parametros farmacocinéticos do fluazuron

foram obtidos pela avaliacdo de dose Unica, estudo de modelo compartimental. Para a

avaliacdo dos pardmetros farmacocinéticos, apenas um grupo com oito animais recebeu
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o fluazuron por gavagem em dose unica de 10mg/Kg — dose escolhida por ser a maior
utilizada no Estudo I.

Para esta etapa foram selecionados oito porquinhos-da-india (quatro machos e
quatro fémeas), adquiridos do mesmo criadouro e mantido sob as mesmas condicdes

relatadas para o Estudo I.

3.2.1 Delineamento experimental

O estudo teve inicio no dia experimental -14 com a aclimatagdo dos porquinhos-
da-india. Os animais foram submetidos a avaliacdes clinicas, para que houvesse a
inclusdo apenas de animais saudaveis. Todos os animais foram microchipados conforme
descrito no Estudo I.

Nos tempos experimentais -7d, +8h, +24h, +4d, +7d, +15d, +21d e +28d os
animais foram submetidos a coleta de sangue (conforme descrito para o Estudo ).

No dia 0 os oito animais receberam fluazuron por gavagem na dose de 10mg/kg,
em dose Unica (conforme descrito para o Estudo ).

Ao término das coletas, os oito animais foram devolvidos ao criador.

O preparo da formulacéo de fluazuron e o processamento das amostras ocorreu

conforme descrito para o Estudo 1.

3.3  Estudo Il1: Desenvolvimento de formulacdo em iscas

A partir dos resultados obtidos nos estudos I e I1, a dose de 10mg/kg de fluazuron
foi escolhida para ser incorporada a uma formulacdo palatavel e contendo fluazuron, que
pudesse ser oferecida, inicialmente, a porquinhos-da-india para o controle de A. sculptum.

Baseado em trabalhos como os de Davis (1999) e Slowki et al. (2001), foi
escolhido desenvolver uma formulacdo sob a forma de isca medicamentosa para
incorporacdo de farmacos. Para que houvesse resisténcia fisica, uma cera teria que ser
incorporada a massa, entdo algumas ceras foram testadas, além disso, também foram

realizados testes de controle de qualidade e teor.

3.3.1 Composicao e preparo da massa das iscas
A massa da isca foi preparada utilizando 15% de farinha de aveia (Quaker®), 15%

de manteiga de amendoim em p6 (Powdered Peanut Butter®) e 15% de alfafa peletizada

para roedores (Alcon club®), como aromatizantes e palatabilizantes; 18% de glicerina
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(Synth®) como aglutinante e racdo para porquinhos-da-india (Alcon club®) gsp 100%
como excipiente.

A alfafa peletizada e a racdo eram batidos a seco em moedor de café e
liquidificador, respectivamente, e peneiradas, para que fosse utilizado apenas o po. Todos
os ingredientes em p6 foram pesados em balanca digital (Tecnal®, previamente
calibrada), misturados em um graal de ceramica (Figura 16) e, em seguida, passados pelo
tamis n° 20 (Figuras 17 e 18).

Figura 17. Massa sendo tamisada.
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Figura 18. Massa apds ser tamisada.

3.3.2 Ceras testadas e preparo das iscas

Quatro ceras diferentes foram selecionadas para incorporagcdo na massa, formando
a isca (formulacdo pronta sem o ativo). Para isso, foram pesadas e derretidas
individualmente em placa aquecedora e, s6 apds estarem completamente liquidas que a
massa tamisada foi adicionada vagarosamente, sendo mexida com espatula de silicone até
atingir homogeneidade. Entdo a formulagdo, ainda em sua forma liquida, foi despejada
sobre as formas. As formas utilizadas eram de plastico resistente ao calor, proprias para
a confeccao de doces.

As iscas finalizadas foram submetidas a avaliacdo das caracteristicas
organolépticas e a testes de resisténcia a diferentes temperaturas e a umidade 24h apds o
preparo.

As ceras selecionadas foram parafina alimenticia granulada (Bianquimica®)
(Figura 19A), parafina para vela em barra (Reagen®) (Figura 19B), cera de abelha (Cera
Alba®) (Figura 19C) e cera vegetal de coco T-02 em barra (JS RIBEIRO®) (Figura 19D).
A proporcdo cera e massa tamisada foi mantida em 1:1 para todas as formulacdes.
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Figura 19. Quatro diferentes tipos de ceras utilizadas: (A) Parafina alimenticia granulada;
(B) Parafina para vela; (C) Cera de abelha; e (D) Cera vegetal de coco.

As formulaces testadas e a propor¢do de cera(s):massa esta relacionada abaixo:

e F1: Parafina alimenticia + Massa (1:1)

e F2: Parafina vela + Massa (1:1)

e F3: Parafina alimenticia + Cera de abelha + Massa (1:1:2)
e F4: Parafina alimenticia + Cera de abelha + Massa (2:1:3)
e F5: Cerade coco + Massa (1:1)

e F6: Cera de abelha + Massa (1:1)

3.3.3 Avaliacao das caracteristicas organolépticas das iscas

Para esta etapa, as iscas foram avaliadas 24h apos seu preparo de forma a garantir
que a formulacéo estivesse seca. Os parametros avaliados foram cor, textura, dureza e
homogeneidade.

A cor foi classificada em amarela ou marrom; a textura foi classificada em lisa,
oleosa ou aspera; dureza e homogeneidade foram classificadas em escores de 0 a 2, sendo
a textura (0) branda, (1) firme ou (2) dura e a homogeneidade em (0) heterogénea, (1)
pouco heterogénea e (2) homogénea.

O score da dureza foi realizado empiricamente com base na forca manual
necessaria para quebrar a isca, enquanto a homogeneidade considerou a distribuicdo
regular dos componentes por toda a isca ou sua deposi¢cdo mais concentrada em algumas

areas.

3.3.4 Avaliacdo da resisténcia das iscas a agua e a diferentes temperaturas
Para o teste de resisténcia a agua, uma isca de cada formulacdo foi pesada e
mantida submersa em uma placa de petri com 50mL de dgua destilada em temperatura
ambiente (24°C). As placas foram mantidas fechadas e identificadas. Todos os blocos

foram pesados em balanca semianalitica (SHIMADZU; modelo BL 320H; acuracia de
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0.001g) previamente calibrada, 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos, 24 e 48h apds
submersao.

A avaliagéo da resisténcia em diferentes temperaturas ocorreu pela exposicao de
uma isca de cada grupo em temperaturas controladas de 40°C, 22°C e 6°C por 24h, sendo
estas pesadas e envoltas em papel aluminio antes da exposicao. As iscas expostas a 40°C,
foram dispostas em uma incubadora shaker com aquecimento (Cienlab®); as iscas a 22°C
ficaram sobre a bancada em temperatura controlada com ar-condicionado (monitorada
com termo-higrémetro); as iscas a 6°C foram mantidos em geladeira. Apos 24h de

exposicdo, todas as iscas foram novamente pesadas.

3.3.5 Teste de uniformidade de dose e de determinacé&o do teor de fluazuron

Apds a escolha da formulacdo mais adequada, o fluazuron técnico em pé
(CEVA®) foi incorporado as iscas, de forma a se ter 5mg/isca, ja que cada porquinho-da-
india pesa cerca de 5009 (equivalente a 10mg/kg).

A formulagdo foi preparada incorporando o fluazuron em pd na massa, antes de
tamisar. Foi realizado o teste de uniformidade de dose e a determinacdo do teor de

fluazuron nas iscas conforme recomendado pela Farmacopeia Brasileira.

3.3.5.1 Determinacdo do peso médio

Foram pesadas 20 iscas individualmente e calculado seu peso médio.

3.3.5.2 Doseamento

O ensaio de doseamento tem por objetivo quantificar o teor da substancia ativa
em formulacgdes.

Foram pesadas 10 iscas com o ativo fluazuron e reduzidas a p6 fino com auxilio
do gral e pistilo para obter uma mistura homogénea. De acordo com o peso médio, foram
pesadas trés aliquotas desse po, que foram transferidas para um baldo volumétrico de
100mL, avolumado com acetonitrila e levado ao ultrassom por 2 horas, para garantir a

homogeneizacéo e solubilidade da solugé&o.

Foi realizada uma dilui¢do 1:100 transferindo apos filtracdo 1mL deste baldo para
um baldo de 10mL e, também, avolumada com acetonitrila. As amostras preparadas no

ensaio de doseamento e a curva padrdo foram analisadas por CLAE-UV, conforme as
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condi¢des cromatograficas descritas no item 3.1.6. A partir dos valores obtidos, foi

calculado o teor das iscas.

3.3.5.3 Uniformidade de contetdo

Esta andlise consiste em obter o teor das iscas pelo doseamento individual de 10
iscas, trituradas separadamente. Para isso, cada aliquota da isca pulverizada foi transferida
para um baldo volumétrico de 100mL, avolumado com acetonitrila e colocados em
ultrassom por 2 horas, para garantir a homogeneizacao e solubilidade da solucdo. Apos
filtracdo, transferiu-se 1mL deste baldo para um baldo de 10mL, avolumando-se com
acetonitrila. Posteriormente, as aliquotas foram analisadas por CLAE-UV, conforme

descrito no topico 3.1.6 para obtencdo do teor.

3.3.5.4 Uniformidade de dose por variacao de peso

Esta andlise consiste em obter o teor das iscas, considerando uma distribuicdo
homogénea do principio ativo. Para isso, foi utilizado o peso de 10 iscas do ensaio de
doseamento de contetido e calculado o teor individual com base nos resultados obtidos na

etapa de doseamento, como teor médio e peso médio.

3.4  Estudo IV: Aceitacdo voluntaria da isca

Apos o desenvolvimento da formulagéo em isca contendo fluazuron, foi iniciada
a etapa para avaliar se 0s animais iriam consumir voluntariamente toda a isca
disponibilizada.

Para esta etapa foram selecionados 50 porquinhos-da-india (26 machos e 24
fémeas), pesando entre 400 e 600g, adquiridos do mesmo criadouro e mantido sob as
mesmas condicOes relatadas para o Estudo |I.

3.4.1 Delineamento experimental

O estudo deu inicio no dia -14 com a recepcao e aclimatacdo dos animais trazidos
pelo criadouro comercial. Os animais foram submetidos a avaliag@es clinicas, visando a
incluséo de animais sadios ao estudo.

No dia -2 os animais foram pesados e ranqueados por peso e sexo em dois grupos:

placebo e tratado. Apenas animais com faixa de peso entre 400 e 600 gramas participaram
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do estudo, para que a dose de fluazuron na isca fosse proximaa 10mg/kg. O grupo placebo
recebeu a formulagdo em isca, sem o fluazuron. O grupo tratado recebeu a mesma
formulacéo do grupo placebo acrescido de 5mg de fluazuron por isca.

No dia -1 as formulacgdes em iscas foram preparadas em duas etapas, sendo uma
para as iscas do grupo placebo e outra para as iscas do grupo tratado.

No dia 0 as iscas foram desenformadas e pesadas individualmente em balanca
digital previamente calibrada. Foram selecionados apenas as iscas com peso de 2,5+0,1g.

As iscas foram oferecidas por cinco dias consecutivos (dos dias 0 a +4), uma vez
ao dia, sendo uma isca por porquinho-da-india, no proprio comedouro do animal, sempre
no mesmo horario e sempre pela mesma pessoa. Imediatamente antes de fornecer as iscas,
as mesmas foram pesadas individualmente e, entdo, cada uma depositada dentro do
comedouro do animal.

Durante as avaliagcdes de aceitacdo voluntaria das iscas, foram colocadas bandejas
do tipo gaveta de aco inoxidavel embaixo de cada gaiola, para ter certeza de que o animal
nédo o derrubou pelas frestas do fundo da gaiola. Caso a isca fosse derrubada, a mesma,
apos constatacdo visual, seria imediatamente recolhida e, novamente, disposta dentro do
comedouro.

Uma escala sensorial, com pontuacdo de 20 a 100 mm, para medir a intensidade
do paladar para cada cobaia foi utilizada da seguinte forma: (100) o animal consumiu toda
a isca prontamente, (80) cheirou um pouco antes de consumir toda a isca, (60) mostrou
relutdncia, mas ingeriu toda a isca em até 24h, (40) ingeriu a isca parcialmente em 24h,
(20) n&o consumiu nada da isca em 24h. As notas 100, 80 e 60 foram consideradas como
aceitacao e 40 e 20 como rejeicdo (LIMA et al., 2021). A média e o desvio padrdo foram
determinados para cada grupo. Um total de 50 animais foram necessarios para atingir
80% para demonstrar a nao inferioridade da formulacdo testada em comparacdo com o
placebo.

Os dados de palatabilidade foram submetidos ao teste de ndo inferioridade
utilizando o software NCSS2021, versdo 20.0.2 (NCSS, LLC, Kaysville, Utah, EUA,
2021). A significancia estatistica foi estabelecida em 5% (P<0,05) e com margem de ndo

inferioridade de 20 mm.
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3.5  Estudo V: Farmacocinética descritiva do fluazuron administrado em isca

Com os resultados obtidos nos Estudos Ill e IV, foi possivel realizar a etapa
sequinte (Estudo V), que foi para verificar se o fato do fluazuron estar em outra
formulacdo (isca) iria interferir na biodisponibilidade plasmatica.

Para a avaliacdo dos parametros farmacocinéticos, apenas um grupo com 12
porquinhos-da-india (seis machos e seis fémeas), pesando aproximadamente 500g,
recebeu o fluazuron na isca em dose Unica de 10mg/Kg.

Os porquinhos-da-india foram adquiridos do mesmo criadouro e mantido sob as

mesmas condicOes relatadas para o Estudo I.

3.5.1 Delineamento experimental

No dia experimental -14 ocorreu a recep¢ao e aclimatacdo dos porquinhos-da-
india trazidos pelo criadouro comercial. Os animais foram submetidos a avaliacbes
clinicas, visando a inclusdo de animais sadios ao estudo e pesados, para inclusdo de
animais com aproximadamente 500g.

No dia -1 as formulac6es em iscas foram preparadas contendo cerca de 5mg de
fluazuron em cada, conforme descrito no Estudo I1I.

No dia O as iscas foram desenformadas e pesadas individualmente em balanga
digital previamente calibrada. Foram selecionados apenas as iscas com peso de 2,5+0,1g.
Cada animal recebeu uma isca, no proprio comedouro.

Foram colocadas bandejas do tipo gaveta de aco inoxidavel embaixo de cada
gaiola, para ter certeza de que o animal ndo derrubou a isca pelas frestas do fundo da
gaiola. Caso aisca fosse derrubada, a mesma seria imediatamente recolhida e, novamente,
disposta dentro do comedouro. Todas as etapas de administracdo e observacdo do
consumo das iscas, foi feita pela mesma pessoa.

As coletas de sangue ocorreram nos tempos -7d, +8h, +24h, +4d, +7d, +11d, +15d,
+21d e +28d, conforme descrito para o Estudo I.

O processamento das amostras de sangue para analise farmacocinética ocorreu

conforme descrito para o Estudo I.
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3.6  Estudo VI: Avaliacdo da eficacia do fluazuron administrado em isca no

controle de Amblyomma sculptum

Apols a avaliacdo de todos os resultados obtidos dos estudos anteriores, foi
realizado um ultimo estudo para verificacdo da eficacia da isca contendo 5mg de
fluazuron no controle do carrapato A. sculptum também em porquinhos-da-india.

Foram utilizados 32 porquinhos-da-india (16 machos e 16 fémeas), pesando
aproximadamente 500g. Todos os animais foram adquiridos do mesmo criadouro e

mantido sob as mesmas condicdes relatadas para o estudo I.

3.6.1 Delineamento experimental
No dia -35 ocorreu a recepcdo e aclimatacdo dos porquinhos-da-india trazidos
pelo criadouro comercial. Os animais foram submetidos a avalia¢Ges clinicas, visando a
inclusdo de animais sadios ao estudo e pesados, para inclusdo de animais com
aproximadamente 500g.
No dia -28, os animais foram pesados e ranqueados por peso e sexo em quatro
grupos:
e Grupo controle (GC) — ndo recebeu nenhum tratamento;
e Grupo 1 (G1) - recebeu a isca 21 dias antes da infestacdo com larvas de
A. sculptum;
e Grupo 2 (G2) - recebeu a isca 14 dias antes da infestacdo;

e Grupo 3 (G3) - recebeu a isca 7 dias antes da infestacéo.

No dia -22 as iscas contendo 5mg de fluazuron foram preparadas conforme
descrito para o Estudo I1I.

No dia -21 as iscas foram pesadas e oferecidas para os animais do G1, dentro de
seus comedouros, sendo uma isca para cada animal. As avaliagcGes de consumo foram
realizadas conforme descrito para o Estudo V.

No dia -14 e -7, as iscas foram disponibilizadas para os animais do G2 e G3,
respectivamente, conforme descrito para o G1.

No dia -1 foi realizada a tricotomia da regido dorsal e fixagcdo do capuz de pano

em todos os animais, conforme descrito para o Estudo I.
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No dia 0 todos os animais foram infestados com aproximadamente 1000 larvas
nédo alimentadas de A. sculptum cada.

Dos dias +4 a +7 as larvas ingurgitadas foram recuperadas, contadas, avaliadas e
incubadas conforme descrito para o Estudo 1. As larvas ingurgitadas foram incubadas por
14 dias e avaliadas em vivas, mortas e quanto a muda, conforme também descrito para o
Estudo I.

Para a comparacdo entre os numeros de larvas ingurgitadas entre o 0s quatro
grupos experimentais foi empregado inicialmente o teste de Shapiro-Wilk para
determinacéo do tipo de distribuicdo dos dados (paramétrico ou ndo). Constatou-se que a
distribuicdo era ndo paramétrica e optou-se pela transformagdo dos dados em Log10.
Apos a transformacdo dos dados foi empregado novamente o teste de Shapiro-Wilk
constatando que o os dados atingiram uma distribuicdo normal. Entdo empregou-se o teste
de Anova para um critério para comparac¢do das médias.

Para a determinacdo da diferenca significativa ou ndo em relacéo a eficacia do
fluazuron em promover a interrupc¢ao da muda de larva ingurgitada para ninfa empregou-
se a comparacao entre 0s percentuais de muda. Para esta comparacdo utilizou-se Anova
para um critério. Em todas as anélises considerou-se o percentual de significancia > a
95%. As Anélise estatisticas foram realizadas através do programa Bioestat (AYRES et
al., 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como a capivara é um dos principais hospedeiros de A. sculptum e possui um
papel muito importante na disseminacdo da bactéria causadora da FMB (SOUZA et al.,
2009; RAMIREZ-HERNANDEZ et al., 2020), estudos para o controle destes carrapatos
sdo fundamentais nesses animais. Neste trabalho, optou-se pela utilizacdo de porquinhos-
da-india (C. porcellus) como modelo experimental em substituicdo as capivaras (H.
hydrochaeris), por serem mais doceis, menores e mais faceis de manejar quando
comparados a capivara (CLEMONS; SEEMAN, 2018). Como as duas espécies
pertencem a familia Caviidae e possuem comportamento, anatomia e fisiologia similares
(HEATLEY; RUSSELL, 2020), estes fatores permitiram que os estudos deste trabalho
fossem conduzidos em porquinhos-da-india.

Somados a isto, o estudo foi desenvolvido ao longo da pandemia e tornou-se
invidvel a aquisicdo de capivaras para sua condugdo. Assim, optou-se pela utilizacao de

porquinhos-da-india como modelo experimental.

4.1  Estudo I: Farmacocinética e eficacia do fluazuron administrado por gavagem

no controle de Amblyomma sculptum

Os resultados referentes aos dados de larvas desprendidas e do processo de muda
de larvas ingurgitadas recuperadas dos grupos experimenteis encontram-se na Tabela 2

Os carrapatos (larvas ingurgitadas) se desprenderam entre os dias experimentais
+11 e +14, tanto para 0 GC quanto para 0s grupos tratados, ou seja, de 4 a 7 dias apos a
infestacéo (Tabela 2).

As médias de espécimes ingurgitados recuperados foram 266,8 (£54,6) para o GC,
419,2 (£276,0) para o0 G1, 427,2 (£244,6) para o0 G2 e 371,3 (£203,1) para 0 G3 (Tabela
2). Os resultados mostraram distribuicdo dos dados ndo paramétrica. Os resultados ndo
mostraram diferenca significativa (p=0,8123) para comparacdo de médias de larvas

ingurgitadas desprendidas entre os diferentes grupos experimentais (Tabela 2).
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Tabela 2. Avaliagéo das larvas desprendidas e do processo de muda de larvas ingurgitadas de Amblyomma sculptum recuperadas de porquinhos-
da-india artificialmente infestados para os grupos controle e tratados com fluazuron por gavagem por 15 dias consecutivos.

Grupnos N° de larvas ingurgitadas Eficacia N° de ninfas que Ninfas que Inibicao do processo
P desprendidas larvicida (%) mudaram mudaram (%) de muda (%)

. 266,8' + 54,6"" 247,01+ 55,1 92,41+ 7,04
(189-359)2 (176-330)? (77,5-99,2)?

1 419,21 + 276,04 . 1 LB 00
(132-777)? (0)? (0)?

o 427,21 + 2446 0 1 olB 100
(227-788)? (0)? (0)?

371,3 £ 203,14 1 o8

G3 a2 0 ) 2 100

(101-598) (0) )

1- Media aritmética; 2- Valores de minimo e maximo; Letras subscritas iguais = valores ndo significantes (p=0,8123) para larvas ingurgitadas desprendidas (p<0,0001);
*Larvas ingurgitadas com morfologia e comportamento normal; **Larvas ingurgitadas que estavam fridveis e escuras; GC — grupo controle (sem tratamento); G1, G2

e G3 foram tratados, respectivamente, com 1 mg/kg, 5mg/kg e 10 mg/kg de fluazuron
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A atividade larvicida do fluazuron sobre carrapatos heteroxenos nao foi
demonstrada nos artigos consultados, no entanto, ja foi relatada por Oliveira et al. (2012?)
para ninfas de R. sanguineus, mas em doses altas (acima de 15mg/kg). Neste estudo,
assim como no de Cruz et al. (2014) para teledginas de R. microplus, essa atividade ndo
foi observada, possivelmente por terem sido utilizadas doses inferiores a 15mg/kg.

Apesar de nédo ter sido observada atividade larvicida para nenhum dos grupos
tratados, imediatamente apds se desprenderem, algumas larvas apresentaram mudancas
morfologicas e comportamentais. As principais alteracdes foram tamanho atrofiado,
formato eliptico, tegumento fragil e letargia e foram mais observadas nos espécimes do
G3. No entanto, ndo foi realizada contagem de espécimes com altera¢des, dado que
poderia ter sido importante para comparacéao das alteracfes entre os grupos tratados. Para
0 GC ndo foram observadas alteragdes morfologicas ou comportamentais. Em um
préximo estudo seria importante parametrizar estes achados, pois estas alteracfes
poderiam ter impacto negativo na evolucao do ciclo. A prépria letargia observada poderia
expor estas larvas as intempéries do clima e facilitar sua predacdo, por exemplo, por
formigas.

Martins et al. (1995) relataram alteragdes morfolégicas (forma, tamanho e
aspecto) e flacidez na cuticula, de teledginas de R. microplus recuperadas de bovinos
tratados com fluazuron (1 e 2mg/kg). Essa flacidez (também observada nesta etapa do
trabalho), faz com que os espécimes sejam facilmente rompidos, se ndo forem
manipulados com cuidado.

Oliveira et al. (2012b) observaram que a endocuticula de ninfas de carrapatos R.
sanguineus foram significativamente menores quando comparadas ao grupo controle,
demonstrando que houve interferéncia no crescimento da procuticula durante o processo
de ingurgitamento devido a inibicdo da sintese de quitina ocasionada pelo fluazuron.

Oliveira et al. (2012a), em estudo com coelhos tratados com diferentes doses de
fluazuron (1,25 a 150mg/kg, pour on) para controle de R. sanguineus, observaram as
mesmas alteracdes morfologicas e comportamentais em ninfas ingurgitadas em grupos
que receberam doses acima de 10 mg/kg. Provavelmente o uso continuado e a via (oral
ao invés de tdépica) do fluazuron aplicado nos animais deste estudo influenciaram nas
alteracdes observadas mesmo no grupo que recebeu a menor dose (1 mg/kg).

Para determinar se houve efeito residual do fluazuron seriam necessarias outras
infestacBes dos mesmos animais, mas como existem varios estudos comprovando que

porquinhos-da-india adquirem resisténcia a carrapatos ap6s uma primeira infestagdo

63



[ALLEN, 1973; WIKEL; ALLEN, 1976; WIKEL, 1979; BROWN; ASKENASE, 1981;
SZABO et al., 1995), acarretando decréscimo da recuperacdo dos espécimes, optou-se
por ndo infestar os animais novamente.

O percentual médio de ninfas que mudaram no grupo controle foi de 92,4% (%7),
enquanto para todos os grupos tratados foi O (eficacia de 100%) (Tabela 2). Houve uma
diferenca significativa no percentual médio de ninfas que mudaram entre o grupo controle
e 0s trés grupos tratados (p<0,0001). Apesar de ndo ter sido observado efeito
“knockdown” do fluazuron como acaricida, 14 dias pds-incubacdo, todas as larvas
ingurgitadas dos grupos tratados estavam mortas. Além disso, também estavam murchas
e mais escuras (enegrecidas) (alteracdes também relatadas por Oliveira et al., 2012a) e, ja
para os espécimes do GC que ndo mudaram, tais alteracGes ndo foram observadas.

As administracdes de fluazuron por gavagem por 15 dias consecutivos geraram
concentragdes no plasma variando de 50,87 a 400,67 ng.mL™ na dose mais baixa (1
mg/kg), de 164,44 a 509,99 ng.mL™ na dose média (5 mg/kg kg) e de 293,84 a 701,43
ng.mL™ na dose mais alta (10 mg/kg) (Tabela 3) (Figura 20). A menor dose apresentou
valor médio mais baixo na concentracao plasmatica em comparagdo com a maior dose.
As analises estatisticas mostraram diferenca significativa (p<0,005) no primeiro dia de
avaliacdo (d+1). No entanto, para doses médias e altas, embora o0 aumento da dose tenha
resultado em um aumento da concentragdo plasmatica de fluazuron, doses maltiplas (uma
vez ao dia por 15 dias) ndo levaram a um aumento das concentracdes do fluazuron ao
longo do tratamento em ambas as doses — ndo foram observadas diferencas significativas

entre os dias de avaliagéo
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Tabela 3. Média + DP da concentragdo plasmatica do fluazuron (ng.mL™) em porquinhos-da-india tratados por gavagem com doses mdltiplas

(Img/kg, 5mg/kg e 10mg/kg).

Dias de avaliagdo

Grupos
D+1 D +2 D +4 D +7 D +15 D +21
G1 50.87 +3.55° 298,99+141.45*°  400.67 +160.53%° 98.12 +19.892¢ 157.83 £102.642P¢ 52.29 +29.43%¢
G2 164.44 +9.78° 226.96 +110.04° 509.99 +366.23" 250.20 +79.95° 348.37 +158.47P 161.40 +66.62°
G3 377.77 +46.62° 525.00 +38.50° 701.43 +423.42° 519.02 +273.33°¢ 499.73 +220.76° 293.84 +151.17°

Valores seguidos pela mesma letra na linha da média ndo diferiram significativamente entre si, com nivel de significancia de 5%; valores seguidos por letras diferentes na coluna

dos dias, diferiram entre si, com nivel de significancia de 5%.
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Figura 20. Media + desvio padrdo da concentragdo plasmatica do fluazuron apos
administracdo por gavagem por 15 dias consecutivos de fluazuron nas doses 1, 5 e
10mg/kg para porquinhos-da-india (n=8).
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Pasay et al. (2012) administrou o fluazuron por via oral por sete dias (10
mg/kg/dia) para controlar a infestagdo por S. scabei em trés porcos e atingiu picos
plasmaticos de 300 - 800 ng.mL-1 no dia 7, semelhante ao resultado observado nesta
etapa (Estudo 1), com média de 701,43 ng.mL-1 no dia 4 (pico plasmatico) em animais
tratados com 10 mg/kg/dia. Embora esses autores ndo tenham calculado os parametros
farmacocinéticos, foi observado o mesmo comportamento, com absor¢do rapida e
eliminacao lenta.

Os resultados obtidos mostraram um aumento na concentracdo plasmatica de
fluazuron com o aumento da dose no dia +1. No entanto, do dia +4 até o ultimo dia de
avaliacdo (+21), as concentraces plasméaticas médias ndo diferiram significativamente
entre os grupos. Os resultados de eficacia mostraram que mesmo a dose mais baixa
alcancou 100% de eficacia contra a muda das larvas ingurgitadas. Esses resultados,
associados aos do Estudo Il (descrito abaixo), permitiram a escolha de uma dose entre 1
e 10 mg/kg (via oral) para realizagdo dos proximos estudos (Il a V1) realizados.

Ao avaliarmos os dados de eficacia e das concentragfes plasmaticas suscita-se a
hipbtese que seja possivel diminuir a dose empregada em niveis inferiores a 1mg/Kg de
peso corporal, mantendo os elevados niveis de eficacia na inibicdo do processo de muda
de larva para ninfa. Tal possibilidade ir& permitir o desenvolvimento de uma formulacéo
menos onerosa. Estes resultados demonstram que o fluazuron tem potencial para ser
empregado de forma continuada, por exemplo, incorporado ao sal mineral e fornecido
para roedores de vida selvagem para o controle de A. sculptum.

Embora os resultados sejam promissores, € preciso destacar que estudos na
espécie (hospedeiro) alvo precisam ser conduzidos, ou seja, serdo necessarios estudos em
capivaras para que verificacdo da confirmacdo dos resultados obtidos para porquinhos-
da-india.

Além disso, serdo necessarios estudos especificos para verificar a seguranca do
uso na espécie e, também, os impactos no ambiente. E importante que os impactos
ambientais sejam avaliados visto que o fluazuron é eliminado de forma inalterada nas
fezes e as capivaras possuem o habito de defecar tanto no solo quanto na gua. Ja se sabe
que o fluazuron pode interferir no desenvolvimento de artrépodes de vida livre que

possuem papel relevante na manutencédo do equilibrio ambiental no solo e na agua.
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4.2 Estudo I1: Farmacocinética descritiva do fluazuron administrado por gavagem

As curvas de concentragdo plasmatica de fluazuron versus tempo ap0s tratamento
em dose Unica por gavagem sdo mostradas na Figura 21. As concentra¢fes plasmaticas
de fluazuron aumentaram rapidamente, indicando rapida absorc¢éo, atingindo Cmax de
356,55 + 133,75ng/mL em 0,77 £ 0,35 dias (Tmax), com intervalos de absorcdo (AUCO
-t) de 2327,99 + 673,39, ng/mL*d, e eliminagéo lenta com t1/2 de 6,94 + 1,47 (Tabela 4),
comportamento esperado e ja descrito por Graf (1993).

No Estudo I, no d+7, o G1 apresentou concentracdo plasmatica do fluazuron de
98,12 ng.mL? (+ 19,89), semelhante ao resultado do Estudo Il no mesmo dia
experimental (d+7). Como no estudo de dose multipla (Estudo I) foi obtido 100% de
eficacia na inibicdo da muda em concentragdes plasmaticas de fluazuron préximas a 100
ng.mL?, talvez o tratamento a cada 7 dias com dose oral de fluazuron de 10 mg/kg fosse
suficiente para controlar A. sculptum em porquinhos-da-india.

O uso do fluazuron como ectoparasiticida e seus parametros farmacocinéticos
foram descritos por Lopes et al. (2017) e Ferreira et al. (2019) para formulagdes “pour-
on” em bovinos (2,5 mg/kg, dose tnica). No entanto, de acordo com Flajs e Grabnar
(2002), embora a comparacao de parametros farmacocinéticos entre diferentes espécies e
com diferentes vias de administracéo ndo seja recomendada, ainda é possivel comparar o
tempo médio em que os niveis da droga podem ser detectados no plasma sanguineo.

No Estudo II, foi observado o mesmo padrdo de absorcéo rapida e eliminagéo

lenta do fluazuron relatado por Lopes et al. (2017) e Ferreira et al. (2019).
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Figura 21. Média + desvio padrdo da concentracdo plasmatica do fluazuron apos
administracdo oral de fluazuron (10mg/Kg) para porquinhos-da-india (n=8).

Tabela 4. Parametros farmacocinéticos do fluazuron em porquinhos-da-india ap6s
administracdo oral de fluazuron (10mg/kg) (n=8).

Parametros Farmacocinéticos Média Aritmética + DP
Cmax (ng/mL) 356,55+133,75
Tmax (d) 0,77+£0,35
AUC o (ng.d/mL) 2327,99+673,39
AUC o-» (ng.d/mL) 2768,13+708,61
Tie 6,94+1,47

Média + DP; tmax (tempo para atingir o pico plasmético); Cmax (pico da concentracdo plasmaética); AUCO-
t (area sob a curva do tempo zero até a Gltima concentracdo detectavel); t1/2 (meia-vida terminal); AUCO-

oo (&rea sob a curva do tempo zero a infinito).

4.3 Estudo I11: Desenvolvimento de formulagdo em iscas
Baseado nos resultados obtidos nos estudos anteriores (Estudo I e 1), foi escolhida
a dose de 10mg/Kg de fluazuron para ser testada e administrada em iscas medicamentosas

para porquinhos-da-india. Como a eficacia na interrupc¢ao da muda de larva para ninfa foi
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elevada e os dados de biodisponibilidade mostraram persisténcia elevada no plasma, fato
que corrobora com outros achados publicados, aventou-se a possibilidade do fluazuron
ser administrado em dose Unica, em sistemas de liberacdo de farmacos para animais
selvagens, para controlar o carrapato alvo deste estudo. Como nao foi encontrado nenhum
trabalho com formulacdes em forma de isca ou sistemas de liberacdo de farmacos para
porquinhos-da-india, a formulacdo teve que ser, primeiramente, desenvolvida.

Como a intencdo era que 0s animais ingerissem as iscas voluntariamente,
mimetizando uma situacdo de campo em que seria fornecida em sistemas de liberacao de
farmacos, a formulacdo obrigatoriamente deveria ser palatavel. Como Thombre (2004) ja
havia explicado que o mascaramento do sabor e do odor de fArmacos amargos pode ser
feita com a adicdo de produtos a base de alimentos, foram escolhidos ingredientes
sabidamente palataveis, ja utilizados em iscas para redores por outros autores (DAVIS,
1999; SLOWIK et al., 2001; DAVIS et al., 2008; BORCHERT et al., 2009; POCHE et
al., 2017; POCHE et al., 2018; PELLETIER et al., 2020; PELLETIER et al., 2022).

Todos os estudos citados neste trabalho com iscas palataveis aplicadas em
sistemas de liberacdo de farmacos para roedores, utilizaram a cera parafina, por possuir
propriedades termoplasticas e de resisténcia a &gua (FREUND et al., 1982), caracteristica
essencial para que 0s ativos presentes nas iscas permanecam estaveis por mais tempo.
Nenhum dos estudos especifica se utilizaram a parafina de vela ou a alimenticia. Sendo
assim, foi optado por testar as duas parafinas e mais os outros tipos de ceras consideradas
tambeém atoxicas.

Antes de preparar as formulacgdes, foi observado que a cera de abelha pura, ao
toque, era a mais dura dentre todas as ceras mas, ao mesmo tempo, tinha um odor forte,
que talvez mascarasse o odor dos ingredientes da massa que atrairiam 0s porquinhos-da-
india. Para tentar minimizar o odor sem perder essa possivel caracteristica da dureza, foi
pensado nas formulacdes F3 e F4, que continham também a parafina alimenticia.

As caracteristicas organolépticas de cada formulacdo em isca (ainda sem o fluazuron)
testada podem ser observadas na Tabela 5. Os parametros de cor e textura foram apenas
observacionais, ja que o resultado deles ndo seria utilizado como critério para inclusdo ou
exclusdo da formulagdo testada. A cor e a textura poderiam ser um critério de aceitacdo
ou ndo pelos animais, mas como ndo ha nada descrito sobre qual cor ou textura os
porquinhos-da-india preferem, corroborou para que esses resultados ndo fossem

considerados critérios.
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Tabela 5. Caracteristicas organolépticas de seis formulacdes em iscas desenvolvidas para
porquinhos-da-india.

Parametros avaliados

Formulag¢oes
Cor Textura Dureza Homogeneidade
F1 Amarela Aspero 1 2
F2 Marrom Aspero 1 0
F3 Marrom Liso 2 2
F4 Marrom Aspero 2 1
F5 Amarela Oleoso 0 0
Fé6 Marrom Liso 2 2

F1- Parafina alimenticia + Massa (1:1); F2- Parafina vela + Massa (1:1); F3- Parafina alimenticia + Cera
de abelha + Massa (1:1:2); F4- Parafina alimenticia + Cera de abelha + Massa (2:1:3); F5- Cera de coco +
Massa (1:1); F6- Cera de abelha + Massa (1:1).

No critério “dureza”, apenas a formulagao F5 néo foi considerada adequada, pois
era macia (branda). As formulacdes em iscas ja descritas para roedores possuem a
caracteristica de serem duras, para que sejam mais atrativas e a espécie-alvo.

No critério de homogeneidade, apenas as formulacbes F1, F3 e F6 estavam
adequadas. A homogeneidade é importante, pois as formulacdes heterogéneas sugerem
instabilidade (ISAAC et al., 2018), ou seja, no caso deste trabalho especificamente,
significa que a cera ndo ficou igualmente distribuida em toda a isca, tornando-a menos
resistente as intempéries.

Apesar dos resultados das caracteristicas organolépticas, se optou por realizar 0s
testes de resisténcia a agua e a variacao de temperatura em todas as 6 formulacdes.

Para a avaliacdo de resisténcia a agua, as formulacbes foram pesadas antes da
exposicao e em varios tempos pés inicio da exposicdo para verificar o quanto de agua
cada formulacdo absorveu (Tabela 6). As formulacbes F3 e F4 se dissolveram
completamente na avaliacdo pos 24h e as formulagdes F5 e F6 na avaliacdo de pos 48h.
Apesar da cera de abelha pura ser mais dura ao toque, todas as formulages que a
continham, foram as menos resistentes a agua, 0 que mostra que dureza nao esta

necessariamente associada a resisténcia a agua.
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Tabela 6. Avaliagdo da resisténcia & agua de seis diferentes formulagdes em iscas para porquinhos-da-india.

Tempos de avaliacao

Formulagoes

0 min 5 min 10 min 15 min 30 min 45 min 60 min 120 min 24h 48h
F1 2,381 2,391 2,392 2,392 2,391 2,389 2,464 2,401 2,853 3,065
F2 2,520 2,531 2,538 2,525 2,531 2,543 2,533 2,546 3,19 3,772
F3 2,497 2,516 2,523 2,529 2,531 2,547 2,53 2,588 * *
F4 2,411 2,440 2,460 2,49 2,538 2,568 2,704 2,999 * *
F5 2,793 2,799 2,807 2,813 2,819 2,830 2,892 2,838 3,306 *
Fé6 2,653 2,678 2,691 2,699 2,700 2,685 2,741 2,791 4,353 *

*0 bloco dissolveu completamente; F1- Parafina alimenticia + Massa (1:1); F2- Parafina vela + Massa (1:1); F3- Parafina alimenticia + Cera de abelha + Massa (1:1:2); F4-
Parafina alimenticia + Cera de abelha + Massa (2:1:3); F5- Cera de coco + Massa (1:1); F6- Cera de abelha + Massa (1:1).
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Nas avaliacOes de resisténcia a diferentes temperaturas, foi realizada a pesagem
das iscas antes e 24h apds a exposi¢do para observar se houve perda ou absor¢do de agua
devido a uma possivel instabilidade da formulacdo causada pela variagdo de temperatura.
Todas as formulacbes tiveram uma variacdo minima de seu peso inicial e, por isso, ndo

foi estatisticamente significativa (Tabela 7).

Tabela 7. Avaliacdo de resisténcia a diferentes temperaturas em seis formulagdes em
iscas para porquinhos-da-india.

DT Formulacoes
Temperaturas liacio
R FIl F2 F3 F4 F5 Fé6

0 2,647 2,714 2,735 2,362 2,763 2,677

40°C
24h 2,645 2,711 2,734 236 2,775 2,677
0 2,605 2,397 2,562 2,185 2,741 2,634

22°C
24h 2,609 2,406 2,563 2,189 2,744 2,637
0 2,804 1,837 3,083 2,366 2,730 2,789

6°C

24h 2,806 1,84 3,088 2,371 2,732 2,792

F1- Parafina alimenticia + Massa (1:1); F2- Parafina vela + Massa (1:1); F3- Parafina alimenticia + Cera
de abelha + Massa (1:1:2); F4- Parafina alimenticia + Cera de abelha + Massa (2:1:3); F5- Cera de coco +
Massa (1:1); F6- Cera de abelha + Massa (1:1).

A Unica formulacdo que foi aprovada em todas as avaliacdes, ou seja, foi dura,
homogénea, resistente a dgua e a variacdo de temperatura, foi F1 e, por isso, foi a
selecionada para incorporacdo do ativo fluazuron em p6 para testes de uniformidade de
dose. Como os porquinhos-da-india possuem um peso médio de 500g e a dose de
fluazuron escolhida foi de 10mg/Kg, cada isca recebeu o equivalente a 5mg do ativo
fluazuron.

O peso médio das iscas foi de 2,8573g. Considerando-se o limite de variacdo de
10% que a Farmacopeia Brasileira (2019) orienta, as iscas poderiam ter seu peso variando
entre 2,572g a 3,143g, estando assim todas dentro dos parametros estabelecidos,

conforme tabela abaixo (Tabela 8).
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Tabela 8. Peso médio de 20 iscas contendo fluazuron para porquinhos-da-india.

Amostras Peso (g)

1 2,9929
2 2,7725
3 2,6075
4 2,8907
5 2,648
6 2,9702
7 2,9600
8 2,9498
9 2,8638
10 2,8231
11 2,9383
12 2,9983
13 2,7661
14 2,7701
15 2,8715
16 2,9158
17 2,9889
18 2,6189
19 2,9510
20 2,8481
PM 2,8570
DP 0,125
DPR 4,36%
2,572

+10% 3143

PM= peso médio
DP= Desvio padréo
DPR= Desvio padréo relativo

Para o doseamento, observou-se que 0s teores das iscas variaram entre 107,46 e
112,03%, tendo 109,01% como teor médio (Tabela 9). A concentracdo de principio ativo
utilizada foi calculada com base no nimero de iscas desejadas mais duas unidades, para
evitar que esteja em uma concentracdo inferior a desejada. Contudo, obteve-se um teor
acimade 100%, indicando uma concentracao superior a desejada, mas dentro de um limite

aceitavel pela Farmacopéia Brasileira (2019).

74



Tabela 9. Doseamento de iscas contendo fluazuron para porquinhos-da-india.

Doseamento
Amostras  Area Média ConcDil FD (ug/mL) Peso(g) 25538 Massacp oo o) NediaTeor (%) DP  DPR
(1} (1}
(mg/ml)  (mg)
1 2,720 5,61 5605,57  2,8594 5,606 560  112,0281
2,72
2,524
2 2,523 5,38 537645  2,8572 5376 538  107,5318  109,0078944 2,615754 2,40%
2,521
2,524
3 2,522 5,38 537587  2,8587 5376 537 107,4638
2,52

DP= Desvio padrdo; DPR= Desvio padrdo relativo;
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Na anélise de uniformidade de conteudo, o teor médio das iscas analisadas é de
107,43%, variando de 94,04 a 121,58%. Contudo, o valor de aceitagéo obtido foi de 27,59
e o limite maximo permitido pela Farmacopéia Brasileira (2019) é de 15 (Tabela 10).
Logo, faz-se necessario homogeneizar o principio com mais cuidado, a fim de garantir

uma distribuicdo mais uniforme do mesmo nos blocos.

No ensaio de uniformidade por variacdo de peso, o teor médio dos blocos com
base nos resultados do doseamento € de 109,01% variando de 99,59 a 114,01%, sendo o
peso médio dos blocos de aproximadamente 2,87g (Tabela 11). Assim, pode-se perceber
que os valores de teor estdo dentro do desvio maximo permitido para a analise individual
dos blocos, que seria entre 75-125%. Tal fato pode ser observado pelo valor de aceitagéo

inferior a 25.
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Tabela 10. Avaliacdo da uniformidade de contetdo de iscas contendo fluazuron.

Uniformidade de Conteudo

1 - . FD Pesada Massa Massa cp Teor Média
Amostras Area Meédia Conc Dil (ug/mL) (@) (mg/ml) i) (%) Teor (%) DP DPR
1 ;’gjg 2,6455 5,519 5519,142 2,938 5,519 5,367 107,339
2 ;’;;11 2,3525 5,179 5179,234 2,998 5,179 4,936 98,713
2,271
3 7265 2,268 5,081 5081,206 2,766 5,081 5,249 104,974
2,302
4 7301 2,3015 5,120 5120,070 2,770 5,120 5,281 105,624
5 11’99663 1,9615 4,726 4725,638 2,872 4,726 4,702 94,045
) ;316 107,43 8,40 7,82%
6 2’ 21 2,813 5,713 5713,457 2,916 5,713 5,599 111,976
2,984
7 5987 2,9855 5,914 5913,573 2,989 5,914 5,653 113,063
8 22’66992 2,691 5,572 5571,926 2,619 5,572 6,079 121,582
2,382
9 5378 2,38 5,211 5211,137 2,951 5,211 5,046 100,913
2,876
10 5875 2,8755 5,786 5785,963 2,848 5,786 5,805 116,092
VA 27,59

DP= Desvio padrdo; DPR= Desvio padrdo relativo;
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Tabela 11. Avaliacdo da uniformidade de doses por variacdo de peso de iscas contendo
fluazuron.

Amostras Peso (g) Teor (%)

1 2,938 111,73
2 2,998 114,01
3 2,766 105,18
4 2,770 10533
5 2,872 109,19
6 2916 110,87
7 2,989 113,65
8 2,619 99,59
9 2,951 112,21
10 2,848 108,30
PM 2,867
Média 109,01
DP 4,54
VA 19,90

PM= Peso médio
DP= Desvio padrédo
VA= Valor de aceitacdo

4.4  Estudo IV: Aceitacdo voluntaria da isca

Apos o desenvolvimento e escolha da melhor formulagdo em isca, foi dado inicio ao
estudo de aceitacdo voluntéaria. A quantidade de animais utilizada neste estudo atendeu ao
minimo preconizado pelo CVMP (2014), tendo 25 animais em cada grupo experimental.

Durante os cinco dias de avaliacdo da aceitacdo voluntaria, apenas dois animais de cada
grupo nédo ingeriram a isca (escore 20mm) e nenhum animal ingeriu a isca apenas parcialmente
(escore 40mm).

Os escores 20mm e 40mm foram considerados como rejeicdo, ja que, conforme
Thombre (2004), o importante era que a medicacgdo fosse totalmente consumida no periodo pré-
determinado.

As iscas placebo e tratado foram palataveis em, pelo menos, 92% das vezes, atendendo
a taxa minima de aceitacdo (70%) indicada pela CVMP (2014) para outras espécies animais
gue ndo sejam cées.

As medias de escore sensorial em mm para os grupos placebo e tratado foram de 83,67
e 84,51, respectivamente. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos ja que foi obtido valor
de p = 0,00 (Tabela 12).
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Tabela 12. Avaliagdo da palatabilidade de iscas placebo e com fluazuron (5mg) para
porquinhos-da-india.

Aceitacio Rejeicao .
Média do escore

Formulacao Escore (mm) sensorial (mm)  DP

100 80 60 40 20

Placebo n° animal/escore 52 44 19 0 10
83,67628 +£2,019058

N (%) 115 (92%) 10 (8%)

Tratado n° animal/escore 48 47 20 O 10
84,51355 +2,037886

N (%) 115 (92%) 10 (8%)

Teste de ndo

inferioridade™ Valor de p 0,00000

*Teste de ndo inferioridade de dose foi realizado para os dados de escore sensorial (iscas contendo fluazuron e
placebo) utilizando NCSS2021, verséo 20.0.2 (NCSS, LLC, Kaysville, Utah, EUA, 2021). Valores
demonstraram ndo inferioridade quando p<0.05 com margem de tolerancia de 20 mm

A metodologia empregada poderia ter sido adaptada do teste das duas tigelas,
(ALDRICH; KOPPEL, 2015) mas o resultado poderia ndo ser fidedigno, pois seriam
necessarios dois comedouros para disponibilizar uma isca placebo em um e uma tratado em
outro e, a escolha poderia ser apenas baseada na preferéncia por um comedouro especifico ou
até pela localizacdo do comedouro. Foi pensado em adicionar pigmento nas iscas de um dos
grupos, mas isso também poderia interferir na escolha do animal, entdo optou-se por dividir os
animais em dois grupos e avaliar de acordo com a intensidade em que a isca seria ingerida.

Para nenhuma das avaliac6es a racdo foi retirada, pois era fundamental que os animais
tivessem interesse em consumir as iscas, mesmo sem fome, para mimetizar uma situacdo de
campo, em que poderia haver abundante disponibilidade de comida. Além disso, Poché et al.
(2021) ja demonstrou que mesmo com a disponibilidade de comida, os roedores consomem as
iscas quando sdo palataveis para a espécie.

Para verificacdo do consumo em estudos a campo, em alguns estudos eram adicionados
corantes, que alteravam a coloracdo das fezes COWLED et al., 2006; DAVIS et al., 2008;
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SLOWIK et al., 2001). Como neste estudo os animais estavam individualizados, néo haveria

necessidade de colocar um corante para verificar se a isca foi completamente ingerida ou no.

45  Estudo V: Farmacocinética descritiva do fluazuron administrado em isca

As médias e a curva de concentracdo plasmatica de fluazuron versus tempo apos
tratamento em dose Unica com a isca na dose de 10mg/kg podem ser observadas na Tabela 13
e Figura 22, respectivamente.

As concentracdes plasmaticas de fluazuron aumentaram rapidamente, indicando rapida
absorcéo, atingindo Cmax de 107,23 + 46,69ng/mL em 0,90 + 1,04 dias (Tmax), com intervalos
de absorgéo (AUCO -t) de 862,99 * 182,05, ng/mL*d, e eliminacdo lenta com t1/2 de 6,63
2,02 (Tabela 14), mesmo comportamento obtido para o Estudo Il, conforme esperado e ja
descrito por Graf (1993), Lopes et al. (2017) e Ferreira et al. (2019).

Como dito anteriormente, € possivel observar que as médias de concentracao plasmatica
do Estudo Il e V apresentam o mesmo comportamento de atingir o pico plasmatico nas
primeiras 24h (rapida absorcdo) e lenta excrecdo que pode ser observada ao longo dos dias. No
entanto, as médias de concentracdo plasmatica observadas nos animais tratados com a isca
(Estudo V) é, pelo menos trés vezes menor do que nos animais tratados por gavagem (Estudo
I1), 0 que demonstra que a formulagdo em isca interferiu na absorc¢éo do fluazuron. Isso pode
ter ocorrido pela parafina ter impedido a libera¢do do farmaco, ja que possui propriedades de
resisténcia a dgua ou por ter passado mais rapido do que o trato gastrintestinal dos animais

consegue digerir, ndo dando tempo suficiente para absorcéo de todo o farmaco.
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Figura 22. Médiat DP da concentracdo plasmética do fluazuron ap6s administragdo oral de
fluazuron na dose unica de 10 mg/kg para porquinhos-da-india (n = 12).
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Tabela 13. Média + DP da concentracdo plasmatica do fluazuron (ng.mL-1 ) em porquinhos-da-india tratados com dose Unica de um bloco
medicamentoso contendo fluazuron (10mg/kg).

Dia Experimental DO0+8h D+1 D+4 D+7 D+11 D+15 D+21 D=28

MédiaxDP 79,24+39,73 81,99+49,30 55,86+23,51 31,08+13,41 23,66+8,81 25,15+6,09 23,95+6,76 4,97+1,58
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Tabela 14. Pardmetros farmacocinéticos do fluazuron em porquinhos-da-india apos
administracdo oral de bloco medicamentoso contendo fluazuron (10mg/kg) (n=12).

Parametros Farmacocinéticos Meédia Aritmética = DP
Cmax (ng/mL) 107,23 + 46,69
Tmax (d) 0,90 £1,04
AUC ot (ng.d/mL) 862,99 +182,05
AUC ¢.» (ng.d/mL) 911,65 +181,09
T2 (d) 6,63 +2,02

Média = DP; tmax (tempo para atingir o pico plasmatico); Cmax (pico da concentracdo plasmatica); AUCO-t (area
sob a curva do tempo zero até a Ultima concentracdo detectavel); t1/2 (meia-vida terminal); AUCO- (area sob a

curva do tempo zero a infinito).

Os resultados obtidos neste estudo sdo importantes porque demonstram as
caracteristicas farmacocinéticas do fluazuron administrado nas condicGes experimentais
presentes. Destaca-se o fato que comparado com a administracao Unica por gavagem. No estudo
I1 0 Cmax ODbtido foi de 356,55 ng/mL contra 107,23 £ 46,69 ng/mL para este estudo, ou seja,
3,32 vezes maior para o0 primeiro. Houve um ligeiro aumento no Tmax, N0 Estudo Il foi
determinado 0,77%0,35 dias contra 0,90 +1,04 dias. No parametro AUC .t observou-se valores
de 2327,99+673,39 ng.d/mL para o Estudo Il e de 862,99 £182,05 ng.d/mL para o Estudo V.
Para AUC,.., obteve-se para o Estudo Il valores de 2768,13+708,61 ng.d/mL contra 911,65
+181,09 ng.d/mL para o Estudo V. No caso T1 encontrou-se valores de 6,94+1,47 dias para o
Estudo Il e de 6,63 £2,02 dias para o Estudo V.

Tais resultados demonstram o quanto a formulacéo interferiu na absorcao distribuicdo e
excrecdo do fluazuron. Isto é relevante porque podera indicar doses mais elevadas do que as

empregadas por gavagem.

4.6  Estudo VI: Avaliacédo da eficacia do fluazuron administrado em isca no controle

de Amblyomma sculptum

Como todo este trabalhou visou a possibilidade futura de fornecer iscas contendo
fluazuron para capivaras, nesta Ultima etapa, baseado nos resultados do Estudo V, foi tragcado
um delineamento experimental com a ideia de verificar se as iscas poderiam ser fornecidas a

cada 7, 14 ou 21 dias e controlar o carrapato A. sculptum em porquinhos-da-india.
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O delineamento deste estudo seguiu um cronograma diferente dos anteriores, visando
minimizar o nimero de animais utilizados e, por isso, 0s animais ndo foram tratados no mesmo
dia e o dia zero foi o dia da infestacéo.

Os resultados da eficacia da isca podem ser observados na Tabela 15.

Tabela 15. Avaliacdo da recuperacdo e do processo de muda de larvas ingurgitadas de
Amblyomma sculptum recuperadas de porquinhos-da-india artificialmente infestados para o
grupo controle e tratados com isca contendo fluazuron (10mg/kg) (n=32) em diferentes tempos
antes da infestacéo.

Média de Eficaci Média de Ninf Inibicio d

larvas cacla - infas que ntas que niolgao o

Grupos . . larvicida mudaram  processo de
ingurgitadas o mudaram " da (9

desprendidas el (%) (%) TR ()

GC 546,6 + 379,62 380,0+2399 70,8+6,6%

Gl 790, 9 + 570, 82 0 2545+2923 24,8 +13,2° 64,99
G2 573,1 + 278,72 0 192,9+180,4 27,0+ 18,7 61,88
G3 626,4 + 297,62 0 200,3+1136 28,8+12,3 59,31

Letras sobrescritas iguais valores ndo sdo significativos (p>0,05); letras sobrescritas diferentes valores nédo
significativos (p<0,05); GC- Grupo controle (ndo recebeu nenhum tratamento); G1- recebeu a isca 21 dias antes

da infestagdo; G2- recebeu a isca 14 dias antes da infestacdo; G3- recebeu a isca 7 dias antes da infestacéo.

Nos resultados observados para esta etapa, assim como para o Estudo I, pode-se
observar que o fluazuron administrado na dose de 10mg/Kg, na forma de isca, néo interferiu na
recuperacdo das larvas ingurgitadas. O niumero médio de larvas ingurgitadas entre 0s quatro
grupos experimentais nao diferiu significativamente (p>0,05) (Tabela 15).

No entanto, ndo foi obtido os mesmos niveis elevados de eficacia na interrupgdo do
processo de muda de larva para ninfa. Os dados observados indicaram niveis de eficacia de
64,99% (dia +7), 61,88% (dia +14) e 59,31% (dia +21). A andlise estatistica demonstrou
diferenca estatistica da média observada para 0 GC em comparagdo com as dos G1, G2 e G3.
(p<0,05) (Tabela 15)., mas ndo houve diferenca significativa nas médias entre os grupos
tratados (p>0,05) (Tabela 15).

Ao se observar que ndo houve diferenca estatistica na farmacocinética descritiva da isca
(Estudo V) entre os valores médios de concentracdo plasmatica para os dias +7, +15 e
+21(Tabela 13), é possivel justificar o porqué de também ndo ter sido observada diferenca

estatistica quanto a eficicia entre 0s grupos experimentais tratados com a isca (Tabela 15) , ou
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seja, como ndo houve diferenca entre os niveis médios de fluazuron para estes dias apds o
tratamento, também ndo houve diferenca entre os niveis de eficacia.

Oliveira et al. (2012a) observaram diferencas entre os grupos controle e tratados em
ninfas ingurgitadas de R. sanguineus recuperadas de coelhos tratados com diferentes doses de
fluazuron pela via topica, que ndo foram observadas em nenhum dos dois estudos de eficacia
realizados neste trabalho. As observacdes feitas por eles que diferiram grupos tratados e
controle foram: periodo de muda, que foi mais longo para os grupos tratados; tamanho dos
espécimes ingurgitados recuperados, que foi menor nos grupos tratados; as primeiras ninfas
ingurgitadas a se desprender foram mais afetadas (mortas) pelo fluazuron nos grupos que
receberam doses a partir de 15mg/kg. Possivelmente, se os porquinhos-da-india tivessem
recebido doses superiores a 15mg/kg, as larvas de A. sculptum também teriam sido mais
afetadas e pudesse ter sido observada eficacia larvicida.

Ao se observar os dados de farmacocinética, é possivel perceber que a formulagdo em
isca afetou de forma negativa a eficacia do fluazuron. Assim, o aumento da dose podera
aumentar os valores de eficicia na interrupcdo da muda de larva para ninfa e no periodo de
acao, possivelmente superando os 21 dias.

Apesar da predominéncia de larvas de A. sculptum ser na época de outono e inverno
(OLIVEIRA et al., 2000; LABRUNA et al., 2002) e de em seu comportamento no ambiente
apresentar a diapausa, 0s estudos de eficacia ocorreram no verdo (Estudo I) e primavera (Estudo
V1) sem intercorréncias, ja que as larvas utilizadas eram oriundas de uma col6nia mantida em
condicdes de temperatura, umidade e fotoperiodo controlados.

O fluazuron administrado por via oral em porquinhos-da-india também pode ser
considerado bem-sucedido no controle de carrapatos A. sculptum quando utilizada a dose
adequada e, ndo s6 quando administrado pela via topica em outros animais para o controle de
carrapatos monoxenos (GRAF, 1993; JUNQUERA et al., 2019).

O uso do fluazuron administrado por via oral possui vantagem em relacdo ao uso topico
guando empregado em animais que podem ficar expostos a chuva ou que sejam semiaquaticos
(exemplo: capivara (MACDONALD, 1981)), pois ZAPA et al. (2020) ja comprovaram que a
eficicia terapéutica e residual do fluazuron empregado pela via tdpica foi consideravelmente
reduzida em animais expostos a chuva.

O fluazuron, assim como outros reguladores de crescimento de insetos, vem sendo
amplamente utilizados por via oral para o controle de ectoparasitos de roedores selvagens, no

entanto, apenas o estudo de Pasay et al. (2012) administrou diretamente a solucdo de fluazuron
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pela via oral. Neste trabalho, foi utilizado primeiramente o fluazuron por gavagem para que
houvesse garantia de que o animal ingeriu todo o farmaco, assim os dados farmacocinéticos e
de eficacia seriam mais fidedignos. Apenas apo0s ter os resultados da administracdo por
gavagem, que foi realizado o estudo com o uso das iscas. Isso permitiu que fosse feita uma
comparacdo dos resultados de eficicia e farmacocinética para cada formulacdo e, também,
pode-se observar que a formulagdo em isca interferiu na absorcéo do ativo.

Os sistemas de liberacdo de farmacos vem sendo amplamente empregados para o
controle de ectoparasitos em roedores com 0 uso de iscas, mas nem sempre 0s sistemas sao
eficazes. Enquanto neste estudo cada isca tinha 5mg de fluazuron e foi obtida eficacia entre 59
e 64,99%, no estudo realizado por Slowik et al. (2001) com ratos, cada isca tinha 40mg de
fluazuron e nao foi obtida nenhuma eficacia para o controle de carrapatos, mas obteve eficacia
para 0 controle de pulgas. A explicacdo para esses resultados divergentes talvez possa ser
justificada pela eficécia ter sido avaliada em espécies de roedores e/ou carrapatos diferentes.

Um estudo controlado realizado por Pelletier et al. (2020) com a isoxazolina fluralaner,
foi obtido eficacia de 94% 2 dias ap6s o tratamento, mas de menos de 4% 28 dias ap06s 0
tratamento — os autores ndo realizaram avaliagdes entre essas duas tomadas de tempo. Neste
estudo, foram feitas avaliagdes em trés tempos diferentes, com intervalos mais curtos do que 0s
realizados por Pelletier et al. (2020) para que fosse possivel determinar o intervalo de
administracdo entre doses que poderia ser aplicado para o controle efetivo de larvas de A.
sculptum. Ao contrario de Pelletier et al. (2020), € possivel afirmar que administracdes a cada
21 dias da isca contendo 5mg de fluazuron irdo promover niveis de eficacia proximos a 65%.

Apesar de grande parte do fluazuron (62 a 81%) ser excretado de forma inalterada nas
fezes (GRAAF, 1993; FAOQ, 1998), ndo foi verificada a quantidade excretada nas fezes pelos
porquinhos-da-india por serem animais pequenos que ndo produzem a quantidade diaria
minima de fezes que seria necessaria para a analise.

Nenhuma reacédo adversa foi observada nos cinco estudos realizados com porquinhos-
da-india — todos os animais permaneceram clinicamente saudaveis durante todo o periodo
experimental.

Os achados neste Estudo permitiram apontar o potencial que o fluazuron tem para
controlar o A. sculptum a partir da sua administracdo em formulacao de isca, para oferecimento
na natureza para roedores selvagens. Obviamente que todas as consideracdes realizadas no
Estudo Il necessitam ser abordadas aqui: necessidade de verificar a seguranga no hospedeiro

alvo; aceitacdo voluntaria da isca; impacto no ambiente; etc.
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Com base em todos os resultados observados nos seis Estudos conduzidos no presente
trabalho, pode-se verificar que porquinhos-da-india poderdo ser empregados como modelo
experimental para explorar o potencial de moléculas com acéo sistémica para o controle de A.

sculptum em roedores selvagens.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

1-

O fluazuron empregado por gavagem em porquinhos-da india nas doses de 1, 5 e
10mg/Kg de peso corporal, foi eficaz na interrupgdo do processo de muda de larva para
ninfa. O aumento da dosagem néo se refletiu em uma diferenca significativa entre as
concentracdes plasmaticas de fluazuron;

A administracdo do fluazuron por gavagem em porquinhos-da india, em dose Unica,
indicaram através de dados farmacocinéticos uma rapida absorcao e lenta eliminacéo;
Foi possivel desenvolver uma formulacdo na forma de isca contendo fluazuron
(10mg/kg) que tivesse caracteristicas organolépticas desejaveis, resisténcia a dgua e a
diferentes temperaturas, que apresentasse uniformidade no teor de fluazuron e que fosse
palatavel para porquinhos-da-india. A formulacéo que se adequou foi a F1, composta
por parafina alimenticia, farinha de aveia, manteiga de amendoim em p0, alfafa
peletizada para roedores, glicerina e racao para porquinhos-da-india.

Os dados de farmacocinética demonstraram uma rapida absor¢éo e lenta excre¢do do
fluazuron administrado na forma de isca na dose de 10m/Kg de peso corporal. A
formulacéo em isca promoveu menor absorc¢éo e distribuicdo do fluazuron em relagéo a
administracdo por gavagem.

O fluazuron administrado na dose de 10mg/kg de peso corporal em uma formulacdo em
isca, administrado em dose Unica, mostrou potencial para 0 emprego no controle de A.
sculptum em roedores selvagens, entretanto sera necessario avaliar doses superiores a
10mg/kg.

87



6 CONSIDERACOES FINAIS

Nada como contemplar o entardecer vendo o sol se por no Lago do Instituto de
Agronomia da UFRRJ, na companhia daquelas que sdo as mascotes de nossa amada institui¢éo:
as capivaras!

Simbolo nédo s6 da UFRRJ, mas também das cidades de Curitiba (PR), S&o José do Rio
Preto (SP), Belo Horizonte (BH), Campo Grande (MT) e de tantos outros lugares pelo Brasil,
a capivara ¢ “protegida” por todos 0s frequentadores e moradores dessas regioes.

Infelizmente, estes animais vém sendo alvo daqueles que, por medo da FMB, querem
elimina-las de areas antropizadas.

De fato, as capivaras t€m uma parcela de “culpa” na disseminagao da bactéria, mas o
verdadeiro “culpado” é o vetor: o carrapato A. sculptum. No entanto, a “solugdo” que as
autoridades encontraram em varios lugares foi de realizar o abate dos animais nas areas
endémicas de FMB. No entanto, ja se passou uma década de casos sendo confirmados nos
mesmos locais e as autoridades ainda parecem nao ter entendido que o abate das capivaras nao
funciona, pois novos grupos de capivaras sempre vao migrar para esse tipo de ambiente e ndo
h& como promover a extingao da espécie.

S&o os maiores roedores do mundo, vivem em bandos com até 30 adultos e sempre
préximas a lagoas, rios, savanas alagadas e pantanos, podendo ser encontradas também no
interior de florestas tropicais Umidas, isso porque passam grande parte do dia dentro da agua.
Quando o ambiente em que vivem seca ou se torna desfavoravel, elas migram para outro local
que tenha lagos, agudes, etc e, assim, chegam aos centros urbanos.

Como ja dito neste trabalho, as capivaras também adoecem quando infectadas pela
bactéria, mas de forma assintomatica. A grande questdo é que elas s6 adoecem uma vez e quinze
dias apos a infeccdo ndo sdo mais capazes de infectar novos carrapatos. O que acontece na
pratica é: as capivaras adultas, que provavelmente ja tinham entrado em contato com a bactéria
e que ndo iriam mais infectar novos carrapatos, sao abatidas. 1sso abre espaco para um novo
grupo de capivaras, que possivelmente ndo entrou em contato com a bactéria e tudo comeca de
novo.

Claro que s6 deixar os animais nos locais e ndo tomar nenhuma providéncia, também
ndo soluciona o problema, ja que varios filhotes vao nascer todos 0s anos e passar por todo o

processo de infeccdo, perpetuando a presenca da bactéria naquele local. A esterilizacdo dos
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animais adultos ja se mostrou ineficaz e vem sendo muito criticada, j& que promove desarmonia
no bando, por haver a necessidade um macho alfa.

Ora, se o problema € o carrapato, devem ser implementadas medidas para seu controle,
interferindo o minimo possivel nos animais, mas, a0 mesmo tempo, mantendo-os livres deste
ectoparasito tdo problematico.

Como sdo animais de vida livre, os sistemas de liberacdo de farmacos sdo os mais
indicados e a estratégia de oferecimento de iscas palataveis contendo o acaricida fluazuron pode
ser a opcdo mais adequada para minimizar o problema das infestacdes por A. sculptum em
capivaras.

Este trabalho, embora ainda inicial, pdde demonstrar que o fluazuron tem potencial para
ser incorporado em iscas, de ser aceito por roedores e de controlar seus ectoparasitos.

Como ja dito inimeras vezes ao longo deste trabalho, o porquinho-da-india foi escolhido
como modelo experimental por possuir anatomia e fisiologia muito semelhantes as capivaras e,
ao mesmo tempo, ser muito menor, o que facilita seu manejo, manutencdo em laboratério e
reduz os custos de forma consideravel.

Felizmente a escolha do modelo experimental pdde atender aos objetivos iniciais deste
trabalho, mas, por ser um animal de tamanho pequeno, outras etapas ndo puderam ser propostas.
N&o foi possivel realizar infestacbes com outras fases do carrapato A. sculptum (ninfas e
adultos) e tampouco foi possivel realizar coletas de sangue em todos os tempos ideais, ja que
0s danos que seriam causados aos animais extrapolariam as boas praticas clinicas e 0 bem-estar
animal. Mesmo com essas duas desvantagens, o trabalho pode ser executado e foram obtidos
resultados satisfatorios e promissores.

Apesar do porquinho-da-india ter se mostrado um modelo experimental adequado para
esse tipo de estudo controlado, obviamente, para que as iscas sejam administradas para outros
roedores ha, sem duvidas, a necessidade de que sejam realizados testes na espécie-alvo.

Vale lembrar que, antes mesmo de se testar na espécie alvo, é fundamental que seja
estudado suas preferéncias e seu comportamento alimentar, visto que a isca deve ser manipulada
com ingredientes palatabilizantes e aromatizantes para aquele animal. Além disso, se tornaria
inviavel do ponto de vista financeiro utilizar os mesmos ingredientes para as iscas de capivaras,
por exemplo, visto que a ragdo para porquinhos-da-india tem um custo elevado, o que acaba
sendo um impeditivo para producéo de iscas em tamanhos grandes e em larga escala.

A formulacdo proposta pode ser extrapolada para outras espécies, ou seja, pode ser

utilizada como base. J& foi demonstrado aqui que a parafina alimenticia é a mais adequada para
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formular iscas e que a glicerina possui papel aglutinante fundamental, ou seja, sera necessario
apenas a escolha dos ingredientes palatabilizantes e aromatizantes e, entdo desenvolver a isca.

Além disso, agora também ja se sabe que, as doses a serem testadas devem ser a partir
de 10mg/kg e que o regime de administracdo das iscas, possivelmente, ira depender da dose
escolhida, mas acredita-se que doses maiores poderdo proporcionar regimes de administragéo
mensal das iscas com niveis favoraveis de eficacia no controle de carrapatos.

Quando as iscas forem desenvolvidas para capivaras, o ideal € que se tente realizar
estudos controlados, preferencialmente com filhotes, pela facilidade de manejo. Com os
animais individualizados, serd mais facil de se obter resultados mais fidedignos, pois serd
possivel avaliar o consumo da isca por cada animal, sera possivel fazer avaliacGes clinicas,
infestar os animais com uma quantidade pré-determinada de carrapatos e realizar as coletas de
sangue para determinacdo da biodisponibilidade plasmatica em todos os tempos desejados. E
importante lembrar que outros autores relataram muitas dificuldades em suas avaliagdes por
terem realizado estudos a campo com roedores selvagens, enquanto os que realizaram estudos
controlados obtiveram resultados mais confiaveis.

Apesar de ainda existir um caminho longo para alcancar o tdo sonhado método eficaz
de controle de A. sculptum em capivaras de vida livre, pode-se dizer que, talvez, este trabalho
tenha dado aquele tdo importante primeiro passo.
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