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RESUMO

ROCHA, Marisa Beatriz da Silva. Eficacia terapéutica e persistente do fipronil “pour on”
a 1% em cavalos contra o carrapato Dermacentor nitens e farmacocinética associada.
2020, 46p. Dissertacdo (mestrado em Ciéncias Veterinérias) Instituto de Veterinéria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2020.

A principal espécie de carrapato a desenvolver prejuizos econdmicos e danos sanitarios
significantes a producdo equina no Brasil é Dermacentor nitens. Contudo, estudos de controle
desse carrapato em modelos experimentais “in vivo” com avalia¢do e construgcdo de curva de
concentracdo plasmatica sdo escassos. I1sso reduz as opg¢des de bases quimicas disponiveis para
um eficiente controle desse parasito. Atualmente as opgdes empregadas séo as cipermetrinas
em pasta ou emulsdo de banho parasiticida. O fipronil, pertencente a classe dos fenilpirazois, €
amplamente usado na medicina veterinria no controle de ectoparasitos com sua eficacia
carrapaticida comprovada em diferentes espécies de carrapatos e hospedeiros. Este estudo teve
como objetivo o emprego do fipronil aplicado pela via topica “pour on” em cavalos da raca
ponei brasileiro, na dose de 1mg/kg, no controle do D. nitens utilizando-se como critérios de
avaliacdo estudos de eficacia terapéutica e residual, e construcdo da curva de concentragdo
plasmatica por método bioanalitico tanto do fipronil como seu metabdlito ativo a fipronil
sulfona. Para realizagdo do estudo 14 cavalos foram estabulados em baias individuais no dia -
34 e a partir do dia -31 foram infestados com aproximadamente 1750 larvas de D. nitens em
dias alternados até o dia -1. Apos a exclusdo de dois animais do estudo e randomizacao baseada
nas quedas das fémeas ingurgitadas dos dias -3, -2, -1, estabeleceu-se dois grupos experimentais
com seis animais cada, tratado e controle. No dia do tratamento, foi administrado no grupo
tratado fipronil a 1% “pour on” na dose de 1mg/kg para determinar a eficacia terapéutica. Além
disso, os cavalos foram infestados em intervalos semanais por trés semanas consecutivas para
determinar a eficacia persistente, ou residual. O fipronil administrado topicamente atingiu a
circulacéo sistémica (Cmaxx= 0,71 * 0,30 e Cmaxe= 0,56 = 0,27 pg/mL), sendo rapidamente
absorvido (tmax1=7,00 £ 0,00 e 15,00 + 0,00 dias) e eliminado de forma lenta (ti2= 8,54 + 2,03
dias), ja a fipronil sulfona manteve uma concentracdo bem linear com liberacao lenta (Cmax =
0,27+ 0,06 pg/mL e tmax= 18,00 = 3,29 ) e uma eliminagé@o quase cinco vezes mais lenta que o
fipronil (tu2= 42,06 + 23,02) sendo quantificada em niveis significantes mesmo 48 dias apds o
tratamento (0,140 + 0,034 pg/mL). Os resultados da eficécia terapéutica do fipronil foram
significantes (p<0,05) quando comparadas ao grupo controle, atingindo uma média de 91,83%
do dia +1 ao +29 e de 95,26% do dia +8 ao +29. Todos parametros de avaliacdo dos indices de
reproducdo (IR) e nutricional (IN) tiveram diferencas significantes (p<0,05), exceto o peso da
quenogina, mas a eficacia media sobre a eficiéncia reprodutiva foi de apenas 30,97%. A eficacia
persistente do fipronil também foi significativa (p<0.05) e permaneceu alta nas trés semanas
apos o tratamento, sendo suas médias 98,69%, 99,19% e 99,32% respectivamente para 0s
desafios +7, +14 e +21. Essa elevada eficacia impossibilitou a analise estatistica dos indices
reprodutivos por amostras insuficientes de fémeas ingurgitadas no grupo tratado. Tanto a
eficacia terapéutica como a eficacia residual apresentaram valores superiores a 90%,
viabilizando o uso do fipronil no controle estratégico de D. nitens, mas ndo num programa de
erradicacdo, j& que o estudo demonstrou, mesmo que baixa, a recuperagdo de fémeas
ingurgitadas em ambos os testes de eficacia, além de n&o inibir a eficiéncia reprodutiva.

Palavras chave: carrapato, equino, fenil pirazole



ABSTRACT
ROCHA, Marisa Beatriz da Silva. Therapeutic and persistent efficacy of 1% fipronil “pour
on” in horses against the Dermacentor nitens tick and associated pharmacokinetics. 46p.
Dissertation (Master in Veterinary Sciences) Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

The main species of tick to develop economic losses and significant health damage to equine
production in Brazil is Dermacentor nitens. However, control studies of this tick in
experimental models "in vivo" with evaluation and construction of a plasma concentration
curve are scarce. This reduces the options of chemical bases available for an efficient control
of this parasite. Currently the options employed are cypermethrins in paste or parasiticide bath
emulsion. Fipronil, belonging to the class of phenylpyrazoles, is widely used in veterinary
medicine to control ectoparasites with its proven tick effectiveness in different species of ticks
and hosts. The objective of this study was to use fipronil applied topically to “pour on” in horses
of the Brazilian pony breed, at a dose of 1mg / kg, in the control of D. nitens, using studies of
therapeutic and residual efficacy as evaluation criteria. , and construction of the plasma
concentration curve by bioanalytical method of both fipronil and its active metabolite, fipronil
sulfone. To carry out the study, 14 horses were housed in individual stalls on day -34 and from
day -31 onwards, they were infested with approximately 1750 D. nitens larvae on alternate days
until day -1. After excluding two animals from the study and randomization based on the falls
of engorged females on days -3, -2, -1, two experimental groups were established with six
animals each, treated and control. On treatment day, it was administered to the treated group
1% fipronil “pour on” at a dose of 1mg / kg to determine the therapeutic efficacy. In addition,
horses were infested at weekly intervals for three consecutive weeks to determine persistent, or
residual, effectiveness. Topically administered fipronil reached the systemic circulation (Cmax1
=0.71 £ 0.30 and Cmax2 = 0.56 £ 0.27 pg / mL), being rapidly absorbed (tmax: = 7.00 + 0.00 and
15.00 £ 0.00 days) and eliminated slowly (t1 / 2 = 8.54 + 2.03 days), while fipronil sulfone
maintained a very linear concentration with slow release (Cmax = 0.27 £ 0.06 pug / mL and tmax
= 18.00 % 3.29) and elimination almost five times slower than fipronil (t1 /2 = 42.06 + 23.02)
being quantified at significant levels even 48 days after treatment (0.140 £+ 0.034 pug / mL). The
results of the therapeutic efficacy of fipronil were significant (p <0.05) when compared to the
control group, reaching an average of 91.83% from day +1 to +29 and 95.26% from day +8 to
+29 . All parameters of evaluation of reproduction (RI) and nutritional (IN) indices had
significant differences (p <0.05), except for the weight of the female corpses, but the average
effectiveness on reproductive efficiency was only 30.97%. The persistent efficacy of fipronil
was also significant (p <0.05) and remained high for 3 weeks after treatment, with its averages
98.69%, 99.19% and 99.32% respectively for challenges +7, +14 and +21. This high efficiency
made it impossible to statistically analyze reproductive indices by insufficient samples from
engorged females in the treated group. Both therapeutic efficacy and residual efficacy showed
values greater than 90%, enabling the use of fipronil in the strategic control of D. nitens, but
not in an eradication program, since the study demonstrated, even if low, the recovery of
engorged females in both effectiveness tests, in addition to not inhibiting reproductive
efficiency.

Key words: control, ectoparasites, equine
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1 INTRODUCAO

A economia brasileira tem forte relagdo com o setor agropecuario, tendo este uma
significante participacdo no produto interno bruto (PIB), além de ser um grande gerador de
renda. A participacdo da producdo equina dentro do agronegocio movimenta bilhGes e é
fortemente ligada a geracdo de dividendos. Este setor produtivo tem ainda uma dinamica
diferenciada da producdo agropecuaria tradicional, com eixos de mercado como o esportivo e
0 pet, relacionados ao crescente estreitamento de lagos entre humanos e equideos.

Considerando estratégias quimioterapicas para um controle sanitario, o mercado
mundial de medicamentos veterinarios encontra-se em constante expanséao. O Brasil é destaque
e detém o segundo maior mercado mundial, faturando cerca de oito bilhGes de ddlares, dos
quais cerca de 5% sdo referentes a produtos para equinos. Dentre as classes terapéuticas, 1/4 do
mercado é composto por produtos antiparasitarios, isso indica a importancia do controle de
parasitos na producédo equina.

O controle sanitario eficiente na producdo animal é extremamente necessario para que
o individuo expresse todo seu potencial fenotipico, para que isso ocorra fatores relacionados a
sanidade como manejo correto e manutencdo da salde, além da selecdo genética sdo
fundamentais. Pois 0s equinos dentre os animais de producgéo, sdo considerados 0s que possuem
relacdo mais estreita com o homem, e essa relacdo aliada a um controle sanitario inadequado,
aumenta o risco de transmissdo de doengas aos humanos, seja diretamente, ou indiretamente
por vetores que possam parasitar os cavalos.

As principais espécies de carrapato que infestam cavalos no Brasil sdo Dermacentor
nitens, Amblyomma sculptum e Rhipicephalus microplus, dentre essas espécies D. nitens € a
mais prevalente. Esse carrapato parasita preferencialmente o conduto auditivo dos equinos e
por esse comportamento é chamado popularmente de carrapato-da-orelha-do-cavalo, e
anteriormente foi classificado cientificamente como Anocentor nitens. Essa espécie monoxena
é extremamente especifica a equinos, com raro ou baixo nivel de parasitismo em outros
hospedeiros casuais. Sua distribuicdo geografica se da em parte do continente americano, entre
0 norte da Argentina e sul dos Estados Unidos.

A hematofagia dos carrapatos em altas infestacGes pode levar a anemia espoliativa
promovendo estresse, prostracdo e até a morte, principalmente quando associada a doencas
hemoliticas como a piroplasmose equina. O ectoparasito D. nitens é o principal vetor de um dos
agentes patogénicos da piroplasmose, o protozoario Babesia caballi, dessa forma, o controle
eficaz deste carrapato é fundamental num bom planejamento sanitario, minimizando as perdas
econdmicas.

As permetrinas sdo as unicas bases recomendadas para o controle de carrapatos em
equinos. Comercialmente essas bases podem se apresentar em formas de pasta, talcos ou
solugdes para banho. As pastas sdo comumente utilizadas nas orelhas dos cavalos para o
controle de D. nitens, porém apresentam-se ineficazes em prevenir reinfestagoes.

A baixa diversidade de bases ectoparasiticidas indicadas para uso em equinos é
associada a auséncia de estudos controlados com carrapaticidas nesta espécie. Mesmo assim, €
comum no meio dos produtores de cavalos, o uso de bases acaricidas, com recomendagéo
apenas para uso bovino. Essa pratica pode gerar o desenvolvimento de resisténcia aos
carrapaticidas e intoxicacdes ou doencas crénicas com o0 uso prolongado, isso porque um
controle estratégico eficiente, demanda conhecimento fisiologico do hospedeiro e do ciclo
biolégico do parasito.

O fipronil, do grupo dos fenilpirazoles, tem seu uso justificado para o controle de
ectoparasitos em diferentes espécies, por possuir alta seguranca quando aplicado em mamiferos,
devido a especificidade aos receptores GABA de insetos e acaros. Os ectoparasiticidas em spray



a base de fipronil tem indicacdo em bula para filhotes a partir dos dois dias de idade, fémeas
gestantes e lactantes de cdes e gato. Além de ser amplamente utilizado em bovinos no controle
de R. microplus nas formulagdes “pour on”, porém nao existem estudos quanto a utilizacdo do
fipronil em equinos.

O objetivo do estudo foi determinar se o fipronil administrado por via “pour on” na dose
de 1mg/kg de peso corporal aplicada em equinos € eficaz no controle do carrapato D. nitens.
Dentre 0s objetivos especificos estabelecer a eficicia carrapaticida terapéutica e residual do
fipronil; avaliar a eficiéncia reprodutiva de teledginas oriundas dos equinos tratados; e
determinar a curva de concentracdo plasmaética e os parametros farmacocinéticos do fipronil
por via topica em equinos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Origem e Domesticacdo do Cavalo

Os equinos pertencem ao Reino Animalia, Filo Chordata, Classe Mammalia (GETTY,
1981). Dentro da classe dos mamiferos o cavalo se encontra na Subclasse: Theria, Infraclasse:
Eutheria, Ordem: Perissodactyla, Subordem: Hippomorpha, Familia: Equidae e Género: Equus.
(GETTY, 1981).

A espécie Equus caballus (LINEU, 1758) tem origem do cavalo primitivo conhecido
formalmente como Hyracotherium cuniculum, encontrados desde o periodo Eoceno, entre 60 e
45 milhdes de anos atras, Epoca Terciaria, como sugerem os primeiros vestigios de H.
cuniculum. Durante o passar dos anos diversas espécies de Hyracotherium evoluiram e algumas
desapareceram, os milhdes de anos de evolucdo gradual fizeram o padrdo do cavalo atual
(STAHL, 1985; JONES, 1987; ROMASZKAN; JUNQUEIRA, 1992).

O desenvolvimento da civilizacdo foi atrelado com a domesticacdo dos equideos. O
colapso de sociedades antigas foi facilitado pelo uso de cavalos, carruagens e cavalarias. Estes
eram fonte de alimento, de transporte e um facilitador de guerra, levando a disseminacdo de
linguas e culturas indo-europeias (ANTHONY, 1986; DIAMOND, 1991). Visto que o homem
tinha uma maior mobilidade, alcancando longas distancias, as quais a pé nao conseguiria,
possibilitou-se uma exploracdo maior e mais diversa de territorios. Contudo, além do campo de
batalha e da expansdo territorial, a domesticacdo do cavalo, aliada a sua poténcia, também
proporcionou grandes avangos nos transportes, agricultura, industria e ciéncia. A velocidade de
comunicagdes entre 0s povos ao utilizar esses animais permitiu que idiomas, leis, pesos,
medidas e sistemas de escrita fossem padronizados, disseminando novas tecnologias pelos
continentes. Fosseis de cavalos datados de cerca de 6000 anos atras sdo comumente encontrados
em sitios arqueoldgicos nas pradarias da Eurasia, que sugerem a primeira domesticacao destes
e consequente migracdo de cavaleiros das tribos da Eurasia até as fronteiras dos estados
sedentarios (BENNETT; HOFFMANN, 1999; KELEKNA, 2009).

Atualmente a equinocultura cresce tangencialmente a pecuaria tradicional, mostrando-
se dinamica, de forma que a domesticacdo do cavalo ndo se limita a potencializacdo da forca
humana na agricultura e no transporte. O mercado da equinocultura se desenvolve nas areas de
salide, com a equoterapia, esporte, nas competicdes equestres e sociais, com uma estreita
relacdo humana afetiva, fazendo uma analogia ao mercado de animais doméstico (pet). Isso
diversifica 0 mercado econdmico e 0 movimenta com maior intensidade, desde a industria de
medicamentos e ferragens, até cosméticos e acessorios.

2.2.  Principais Carrapatos em Cavalos no Brasil

Os carrapatos sdo acaros hematofagos distribuidos em duas familias principais,
Argasidae, carrapatos moles, e Ixodidae, carrapatos duros com escudo quitinoso. Trés espécies
de ixodideos: Dermacentor nitens, Amblyomma sculptum e Rhipicephalus microplus com
ocorréncia no Brasil, sdo relatadas como importantes parasitos de equinos (MORENO, 1984;
FALCE, 1986; HEUCHERT et al., 1999; LABRUNA et al., 2001).

Esses artropodes parasitam diversos hospedeiros vertebrados e sdo responsaveis pela
transmissdo de patégenos como virus, bactérias e protozoarios (JONGEJAN; UILENBERG,
2004). Sdo vetores de grande importancia na saude publica, sendo o principal vetor infeccioso
para animais. O periodo de parasitismo associado a modelacdo da resposta imune dos
hospedeiros esta diretamente relacionado a capacidade de transmissé@o de agentes patogénicos
(RIBEIRO, 1995).

O carrapato A. sculptum é trioexeno, ou seja, exige trés hospedeiros para completar seu
ciclo. E a principal espécie a infestar humanos no centro e no sul do Brasil, sendo o principal
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vetor de Rickettsia rickettsii, agente da febre maculosa brasileira (ARAGAO, 1936; DIAS;
MARTINS, 1939; LABRUNA et al., 2001). Apesar de ser menos prevalente em equinos,
quando comparada a D. nitens, é pouco especifico, principalmente em seus estagios de larva e
ninfa e por isso seu parasitismo pode ser evidenciado em diversas espécies (LABRUNA et al.,
2002; GUGLIELMONE et al., 2006). Tendo em vista que o cavalo pode ser responsavel pela
manutencdo desse carrapato nos pastos, aliado a proximidade entre equinos e humanos ratifica-
se a importancia desses ectoparasitos na saude publica. Além disso, Linthicum et al. (1991)
sugere que o A. sculptum é um vetor competente do virus da encefalomielite equina da
Venezuela em condic¢Bes de laboratdrio, mostrando também sua importéncia sanitéria para
equinos.

A espécie R. microplus tem ciclo biolégico monoexeno bem semelhante ao de D. nitens,
pois parasita apenas um hospedeiro e faz todas as mudas de seus instares (larva/ninfa/adulto)
sobre este. Apesar de ter como hospedeiro preferencial bovinos, Borges e Leite (1998)
constataram uma prevaléncia parasitaria de 38,5% de R. microplus em cavalos estudados de
diversos municipios de Minas Gerais e Bahia. No entanto, os cavalos sdo hospedeiros
ocasionais deste carrapato, pois a infestacdo por este depende da presenca de bovinos e equinos
pastejando na mesma area (MORENO, 1984; HEUCHERT et al., 1999; LABRUNA et al.
2001). O pasto compartilhado por esses animais é uma pratica comum, principalmente para
cavalos de trabalho na area agricola. Umas das principais importancia sanitaria em equinos
desse ectoparasito € sua relevancia na transmisséo de Theileria equi, um dos agentes etioldgicos
da piroplasmose equina (CORREA et al., 2005).

2.3.  Dermacentor nitens

O carrapato Dermacentor nitens, anteriormente denominado Anocentor nitens, é
comumente conhecido como carrapato-da-orelha-do-cavalo (FLECHTMANNN, 1977) devido
sua preferéncia particular em parasitar o pavilhao auricular dos hospedeiros, além do diverticulo
nasal e da regido perineal. Contudo, dependendo do grau de infestacdo, pode ser encontrado em
qualquer lugar do corpo. Possui ciclo biol6gico monoexeno, pois parasita apenas um hospedeiro
e tem alta especificidade parasitaria aos equinos, sendo considerado o carrapato mais
importante e prevalente em cavalos (FLECHTMANN, 1977; LABRUNA: AMAKU, 2006).

A espécie D. nitens, também é conhecida como carrapato tropical do cavalo, devido
prevaléncia geografica deste parasito (FLECHTMANNN, 1977). No continente americano, a
distribuicdo desse artropode se da desde o norte da Argentina até o sul dos Estados Unidos,
podendo infestar naturalmente todos os tipos de equideos e, acidentalmente, bovinos, cées,
ovinos, veados ongas pardas, antas e pacas (MIZIARA et al., 2007; MARTINS et al., 2015;
GUSMAN-CORNEJO et al., 2016; RODRIGUES et al., 2017).

Rodrigues et al. (2017) demonstraram a baixa competéncia parasitaria das larvas de D.
nitens em coelhos, ovelha, bezerros, porquinhos da india, aves e caes artificialmente infestados
guando comparados a cavalos. Os autores conseguiram recuperar fémeas ingurgitadas apenas
em coelhos, mas estas apresentavam uma média de peso duas vezes menor quando comparadas
as recuperadas em equinos, seu hospedeiro preferencial. Os resultados encontrados pelos
autores sugerem uma baixa possibilidade da manutencéo do ciclo desse carrapato por outro
hospedeiro, isso porque os resultados apontam baixa eficiéncia em completar a fase parasitaria,
de tal modo que as teledginas desprendidas possuem menor eficiéncia reprodutiva e como
consequéncia a dispersdo de larvas nos ambientes é menor.

2.3.1. Biologia

O ciclo biologico do carrapato D. nitens, apresenta uma fase parasitaria de 22 a 30 dias,
periodo ao qual passa pelos estagios de larva, ninfa e adulto, todos em um Gnico hospedeiro,
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promovendo inclusive sobre este as ecdises interestadiais. A modal, ou seja, a época com maior
desprendimento natural de tele6ginas ocorre no 26° dia ap0s a fixacédo das larvas (DIAMANT,;
STRICKLAND, 1965; DRUMMOND et al., 1969; SANAVRIA; PRATA, 1996;
RODRIGUES et al., 2016).

A fase ndo parasitaria ou ambiental se inicia quando as fémeas ingurgitadas se
desprendem do hospedeiro. Ao desprender-se, a fémea procura um ambiente sombreado e
umido para realizar sua postura, ao final da oviposi¢do da massa de ovos, a fémea passa a ser
denominada quendgina e morre. A partir dessas massas de ovos presente no ambiente eclodem
as larvas que dao fim a fase ndo parasitaria assim que alcangam seu hospedeiro fixando-se nele.
Nesta fase, a eficiéncia em desenvolver e completar o ciclo bioldgico esta diretamente associada
as condicdes edafocliméticas, sendo temperatura e umidade condicGes criticas relevantes
(DESPINS, 1992).

Drummond et al. (1969) ao estudarem a fase ambiental de D. nitens em condig¢des
controladas (27° C e 80% de umidade relativa) encontram peso médio de 0,291g para
teledginas, variando entre 0,180 e 0,358 g, um periodo de pré oviposi¢cdo médio de quatro dias,
variando entre trés e cinco dias, um numero médio de ovos por fémea de 2833, com numero de
ovos por massa de postura entre 1340 e 3692, e um periodo de incubagdo médio dos ovos de
21,1 dias, variando entre 19 e 23 dias, tais parametros ndo destoam significantemente de estudos
mais recentes (DESPINS, 1992; BASTOS et al.,, 1996; SANAVRIA; PRATA, 1996;
FAUSTINO et al., 2005; LABRUNA; AMAKU, 2006; RODRIGUES et al., 2016). Entretanto,
esses dados séo relativos a condigdes ideais para o desenvolvimento do parasito, Despins (1992)
e Bastos et al. (1996) demonstraram, experimentalmente, que o periodo anterior a oviposicao,
a postura e a incubacdo podem variar muito em funcdo da temperatura e da umidade relativa
(UR) do ambiente.

Em seu estudo, Despins (1992), observou que o tempo de pré-oviposi¢cdo ndo foi
significantemente alterado com a variacdo da UR (40, 61, 75 e 91%) em temperatura constante
de 20° C encontrando um periodo médio de 9,8 dias, mas ao aumentar a temperatura a 30°C
este reduz para 3,1 +0,45 dias de pré-oviposi¢do em 91% de UR. J& o periodo de oviposicao foi
significativamente alterado com mudancas na UR, pois fémeas incubadas a 25° C em umidade
de 91% tiveram uma média de 30,2 + 5,9 dias de oviposicao, sendo quatro dias a mais que as
incubadas a 40% UR, em mesma temperatura. Temperaturas elevadas, em torno dos 35°C
diminuem em mais da metade do tempo de oviposicao (14,3 £ 2,54 dias) quando comparadas a
temperaturas mais baixas, como 20°C (DESPINS, 1992). Temperaturas extremas e baixa
umidade podem diminuir o nimero de geragdes anuais de carrapato, aumentando o tempo do
ciclo bioldgico, além de reduzir o nimero de larvas ndo alimentadas na pastagem, ja que sdo a
fase mais sensivel do ciclo (GUIMARAES DA SILVA et al., 1997).

Labruna et al. (2002) encontraram picos de infestacdes de D. nitens em cavalos no
primeiro semestre do segundo ano experimental, seguido de uma drastica reducdo em agosto,
com novos picos em setembro e outubro em um estudo sazonal, de 24 meses, no estado Sao
Paulo. Ja Borges et al. (1999) descrevem picos de infestacBes larvais no pasto entre outubro a
abril, associando o fato as caracteristicas climaticas da primavera e do verdo. Sendo assim, a
fase néo parasitaria pode variar de acordo com as estacGes do ano e caracteristicas edaficas
regionais, podendo uma mesma espécie de carrapatos variar seus picos de infestagdes e niUmeros
de gerac0es entre suas populacbes quando avaliadas em regides distintas.

O comportamento de fixacdo das larvas de D. nitens no equino na fase parasitaria esta,
em grande parte, associado a areas de sombreamento, sem irradiagdo solar direta. Apesar de
preferirem o pavilhdo auricular e o conduto auditivo, também podem ser encontrados em altas
infestagBes naturais em outros locais do corpo como: no diverticulo nasal, na crina, no abdome
e nas regides anal e inguinal (FLECHTMANN, 1977; LABRUNA; AMAKU, 2006).



2.3.2. Importancia médico-veterinaria de Dermacentor nitens

A importancia dos carrapatos em Saude Publica e na Medicina Veterinaria se da pela
série de danos que sdo capazes de causar ao hospedeiro, seja direta ou indiretamente, como
vetor de doencas. Dermacentor nitens é responsavel por provocar lesées no pavilhao auricular
dos equinos e consequentemente predispor a instalacdo de miiases e infecgdes bacterianas
secundarias. Infestagdes macicas por D. nitens podem causar a “orelha caida”, por consequéncia
da mutilacdo da cartilagem da orelha. Essas deformacgdes depreciam o valor comercial dos
animais, principalmente em animais de exposicao e provas que tem alto valor zootécnico, além
de prejudicar seus sentidos de orientacdo e audi¢do (KOLLER et al., 2017). Além dos danos
fisicos diretos causados ao hospedeiro e da anemia por espoliacdo sanguinea, esse carrapato
também é responsavel pela transmissdo de Babesia caballi (ROBY; ANTHONY, 1963;
FLECHTMANNN, 1977).

O protozoério B. caballi juntamente com Theileria equi sdo parasitos intraeritrocitarios
responsaveis pela piroplasmose equina (HOLBROOK et al., 1968; THOMPSON, 1969). A
babesiose equina estd diretamente relacionada a presenca de D. nitens e é uma enfermidade
febril, também conhecida por piroplasmose ou febre biliar. Causa ainda anemia, ictericia,
hepato e esplenomegalia e em alguns casos hemoglobinuria e bilirrubindria. De modo geral a
doenca se apresenta de forma cronica, podendo haver casos agudos de sensibilidade e o fator
de estresse aliado, pode intensificar os sinais clinicos. O prejuizo sobre o desempenho do animal
se da principalmente pelo baixo desempenho associado a inapeténcia e perda de peso
(PEREIRA, 1999; KERBER et al., 2009).

A érea esportiva equina o hipismo, um esporte olimpico, possui competicdes
internacionais, de forma que o transito internacional dos animais atletas desta modalidade é
muito comum e ndo se limita apenas a importacdo de matrizes. De acordo com a OIE,
Organizacdo Mundial de Salde Animal, (2018) é recomendado que paises livres de
piroplasmose equina exijam tratamento preventivo com carrapaticida e babesicida quando
necessario, além de um certificado sanitario emitido por veterinario isentando o animal da
apresentacdo de sinais clinicos da piroplasmose. Testes de diagndstico para T. equi e B. caballi
com resultados negativos, 30 dias antes do embarque, também sdo necessarios para importaces
permanentes. Ja para importacGes temporarias de competi¢Ges sdo exigidos: comprovacao de
inspecdes periddicas veterinaria, passaporte do animal e tratamento preventivo com até sete
dias antes do embarque (OIE, 2018). Sendo assim, pode-se considerar que 0s agentes
patogénicos da piroplasmose equina (T. equi e B. caballi) sdo fatores limitantes para o transito
animal internacional aumentando a importancia do controle efetivo de carrapatos em equinos.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) a
participacdo do Agronegdcio no total da renda gerada no pais mantém-se entre 20% e 25%.
Grisi et al. (2014) em um estudo de impacto econémico de parasitos em bovinos, estimou uma
perda econdmica de 3,24 bilhdes de dolares relativa ao parasitismo de R. microplus no rebanho
bovino brasileiro, demonstrando as consideraveis perdas econémicas produtivas relacionada
aos carrapatos.

Uma parcela da renda gerada do Agronegocio estd atrelada ao Complexo do
Agronegdcio do Cavalo no Brasil que, em valores do levantamento de abril de 2015, totalizou
em torno de R$16,15 bilhGes (MAPA, 2016). Esses numeros estimados t&o positivos se ddo ao
fato da dindmica da equinocultura nos dltimos anos. Ao contrario da producdo pecuéria
tradicional, a equinocultura teve um crescimento consideravel para o publico urbano, tanto para
lazer, quanto para esporte, ndo se prendendo apenas ao setor produtivo e de tracdo animal.
Sendo assim, esse nicho urbano requer maiores gastos e cuidados movimentando com maior
intensidade, desde a inddstria de medicamentos e ferragens, até cosméticos e
acessorios(MAPA, 2016).



O mercado mundial de medicamentos veterindrios encontra-se em constante expansao.
De acordo com 0 MAPA em 2014, o faturamento da industria atingiu 23,9 bilhdes de ddlares,
(4% de crescimento em relagdo ao ano anterior), dos quais 47% ocorreram nas Americas,
enquanto a Europa respondeu por 31% do faturamento mundial. Com o mercado europeu ja
consolidado, as perspectivas de crescimento concentram-se em paises latino-americanos. O
Brasil é destaque, pois ja detém o segundo maior mercado mundial, fatura cerca de oito bilhdes
de dolares, dos quais cerca de 5% em produtos para equinos. Dentre as classes terapéuticas
observa-se que mais da metade do mercado é composto por produtos antiparasitarios (25%) e
bioldgicos (28%), sendo restante dividido em antimicrobianos (16%), terapéuticos (9%),
suplementacéo (5%) e outros (17%) (MAPA, 2016).

No Brasil existem variantes nos dados de vendas de produtos antiparasitarios para
equinos, principalmente os dados referentes a ectoparasiticidas. Isso ocorre porque boa parte
dos produtos langados no mercado para bovinos é indevidamente utilizada em cavalos e, com
isso, hd um superdimensionamento do mercado de bovinos e um subdimensionamento do
mercado de equinos. Além disso, estima-se que de 3% a 5% do mercado de medicamentos
veterinarios para equinos é composto por produtos trazidos irregularmente do exterior (MAPA,
2016).

O Complexo do Agronegdcio do Cavalo no Brasil € um segmento diversificado e em
plena expansdo e o mercado farmacéutico, atualmente, ndo supre a demanda crescente. Em
consequéncia, permite o uso indevido de formulagdes com indicacfes para bovino em equinos
por falta de formulacGes especificas (MAPA, 2016).

2.4.  Controle do Carrapato

Dentro dos artrépodes o carrapato perde apenas para 0 mosquito em importancia como
vetor de agentes patogénicos transmitidos ao homem (DE LA FUENTE et al., 2008;
OBENCHAIN; GALUM, 2013). Isso remete a demanda de agentes de controle eficazes que
possam ser usados com seguranca para o tratamento de animais de producdo e companhia,
assim como para casas e estruturas (TAYLOR, 2001; DRYDEN, 2009). O método de controle
tradicional € feito através do uso de compostos quimicos. Alternativas a este método sdo: o
controle bioldgico por meio de predadores naturais, fungos, virus ou bactérias, selecdo genética
de hospedeiros resistentes e as praticas de manejo de pastagem (CORGOZINHO, 2008).

O tipo de tratamento aplicado no controle também pode ser classificado: carrapaticida
curativo, que é feito com uso de carrapaticidas no momento que se identifica a infestacdo no
animal e o racional ou estratégico que tem efeito a logo prazo. Neste Gltimo caso, 0 primeiro
tratamento carrapaticida € feito impreterivelmente no periodo anterior ao pico de infestacéo,
com objetivo de reduzir populacdo do parasito ao longo do ano, repetindo as aplicacOes de
forma consecutiva em intervalos menores que o ciclo de vida do carrapato. Essa estratégia de
tratamento respeita as doses e os intervalos terapéuticos dos produtos utilizados no tratamento
levando diminuigdo populacional e por consequéncia reduzindo a pressdo de selegdo para
resisténcia destes (LABRUNA, 2008).

No controle de D. nitens em cavalos a particularidade de fixacdo do parasito nos
diverticulos nasais deve ser salientada. Labruna et al. (2001) e Bello et al. (2008) sugerem que
o0 parasitismo no diverticulo nasal, mesmo em pequenas quantidades, € uma estratégia desse
ectoparasito para a auto infestacdo, pois quando esta regido nao é tratada juntamente com as
orelhas, o animal volta a ter niveis altos de infestacdo mesmo ainda dentro do periodo de
vigéncia de caréncia do carrapaticida.

A resisténcia de artropodes é um problema real e ja ocorre em todas as classes de
medicamentos ectoparasiticidas, incluindo relatos aos reguladores de crescimento de insetos.
Apesar de existirem estratégias de controle ajustadas as necessidades especificas de cada



ectoparasito e o controle integrado ser uma ferramenta eficiente na reducéo a pressao de sele¢do
para resisténcia, essa ainda ndo uma realidade majoritaria no meio agropecuario (BROGDON;
MCALLISTER, 1998, BORGES et al., 2002). O baixo nimero de publica¢bes sobre bases
quimicas com eficécia acaricida sobre D. nitens dificultam a identificacdo de possiveis casos
de resisténcia a acaricidas nessa espécie, mas o fato de ndo ser relatado, ndo garante sua
auséncia (KARASEK et al., 2020)

2.4.1. Controle quimico

As perdas produtivas associadas e infec¢Ges crbnicas transmitidas pelo carrapato
demandam do criador a necessidade de buscar formas de controles deste parasito. As
infestacOes podem ser evitadas pela diminuigdo das fases jovens no hospedeiro e no ambiente
através do uso criterioso de carrapaticidas para eliminar larvas, ninfas e adultos sobre o animal
(TAYLOR, 2001; DRYDEN; PAYNE, 2004). Em levantamento referente ao ano de 2012, cerca
de 460 compostos quimicos eram utilizados no controle de insetos, &caros e outros
invertebrados em todo 0 mundo, sendo que, cerca de 24% destes eram usados como acaricidas
(SANCHES-BAYO, 2012). Esses tém diferentes bases quimicas e mecanismos de a¢do, 0s mais
comuns encontrados no mercado s&o descritos abaixo.

Os organofosforados sdo representados pelos paration, diazinon e coumafds. Seu
mecanismo de acdo se da no sistema nervoso inibindo irreversivelmente a acdo da
acetilcolinesterase, superestimulando seus receptores nervosos e matando o parasita por
paralisia (GUERRERO et al., 2014; BARBOZA et al., 2018). Existe relato do uso do coumafos
em banhos carrapaticidas para a espécie equina (BORGES et al., 2000).

Os carbamatos tém como principais compostos na medicina veterinaria carbaryl e
propoxur. Seu alvo, assim como os organofosforados sdo as anticolinesterases, contudo, causam
espontaneamente blogueio reversivel a enzima acetilcolinesterase, sem altera-la (TAYLOR,
2001).

As amidinas tém como principal composto o amitraz, agem em sitios receptores de
octopamina dos ectoparasitas resultando em hiperexcitabilidade neuronal e morte. O amitraz é
altamente lipofilico e tem toxicidade para equinos. Nesta espécie esse composto age como
agonista sobre os receptores o2-adrenérgicos do sistema nervoso autbnomo (SNA), além de
estimular diferentes receptores ou neurdnios, afetando sistema nervoso central (SNC) e o
intestino. Os sinais clinicos da intoxicacdo se apresentam com sonoléncia,
hipomotilidade/atonia intestinal e impactacéo do intestino grosso (TAYLOR, 2001; DUARTE
et al., 2003; GUERRERO et al., 2014; FILAZI; YURDAKOK-DIKMEN, 2018).

Os piretroides tém como compostos a permetrina, a deltametrina, a cipermetrina, a
flumetrina e a cifutrina. Estes atuam nos canais de sodio do parasita, resultando em
repolarizacdo tardia dos axénios nervosos e eventual paralisia. Causam paralisia imediata,
mortalidade, efeito de choque denominado “knock down”. Seu uso em cavalos € comum,
principalmente em formulagdes em pasta acaricidas associada a banhos de aspersdo a 0,015%
de cipermetrina (CUNHA, 2011; BELLO et al., 2008).

Os fenilpirazoles ndo sdo blogueadores de canais de s6dio, agem como inibidores de
acido y-aminobutirico (neurotransmissor - GABA) e blogueiam os canais de cloreto,
promovendo uma excitacdo excessiva do sistema nervoso do artropode, seguido de paralisia e
morte. Essa classe tem como representantes o piriprol que foi sintetizado em 2006 para controle
de pulgas e carrapatos em caes, e posteriormente o fipronil teve eficacia comprovada frente R.
microplus e R. sanguineus e sendo atualmente utilizado em larga escala no controle destes
carrapatos (TAYLOR, 2001; GUERRERO, et al., 2014; CID et al., 2016; LOPES et al., 2017).

As lactonas macrociclicas sdo representadas pela ivermectina, abamectina, doramectina,
epinomectina, milbemicina, moxidectina e selamectina. Elas tém atividade endectocida e



provocam paralisia flacida. Isso porque atuam principalmente sobre o acido y-aminobutirico
(GABA) e os canais de cloro-glutamato, blogueando os estimulos interneuronais de excitacao
dos neurdnios motores. Devido ao seu efeito endectocida, pode ser utilizada como anti-
helmintico eficaz em equinos, comumente apresentada na forma de pasta a 2% (TAYLOR,
2001; GUERRERO et al., 2014; BARBOSA et al., 2018).

O principal representante das nitroguanidinas é o imidaclopid, este tem acdo mimética
a acetilcolina, competindo por seus receptores nicotinergéticos, mas ndo sdo sensiveis a
acetilcolinesterase, promovendo uma ligacao permanente que resulta na hiperexcitabilidade do
SNC, provocando a morte por paralisia excitatéria (TAYLOR, 2001).

Os reguladores de crescimento de insetos (IGRs) foram desenvolvidos a partir de
hormdnios juvenis de insetos na area agricola. Os IGRs podem ser divididos quanto sua forma
de acdo em analogos do hormdnio juvenil (JHAS) e inibidores do desenvolvimento de insetos
(IDls), este ultimo pode agir inibindo a sintese ou a deposicdo de quitina e € menos usual no
controle de carrapatos (RUST, 2005). O fluazuron € o Gnico que possui registro para o controle
de R. microplus. O mecanismo de agéo deste IGR se baseia na inibi¢éo da producéo de quitina,
impedindo a troca da ecdise que faz com que o artropode ndo se desenvolva (TAYLOR, 2001;
FARIA, 2009, GUERRERO et al., 2014).

2.4.2. Fipronil

O fipronil é usado para o controle de ectoparasitos em diversas espécies. O uso desta
base é justificado por alguns autores devido a sua seguranca, pois em virtude de uma diferenca
estrutural do receptor GABA entre os invertebrados e vertebrados, este fenilpirazol tem maior
afinidade para os receptores dos invertebrados, tendo alta toxicidade a estes (HAIZIL et al.,
1996; MATSUDA et al., 2001; PAYNE et al., 2001, HOVDA; HOOSER, 2002; TINGLE et
al., 2003). O fipronil comercial em forma de spray possui indicacdo em bula para cées e gatos
filhotes a partir de dois dias de idade, além de fémeas gestantes e lactantes, isso ratifica a
premissa de seguranca em vertebrados (ANDRADE; SANTAREM, 2002).

Apesar da alta especificidade ao GABA de insetos, o fipronil pode ligar-se aos
receptores GABA de mamiferos. Além disso, é metabolizado em fipronil dessulfinil e fipronil
sulfona por oxidacdo do grupo tioéter e fotodegradacdo, respectivamente. Ambos 0s
metabolitos sdo biologicamente ativos, tendo acdo no receptor GABA. O fipronil sulfona é
considerado seis vezes mais potente que fipronil no bloqueio dos canais de cloro dos
vertebrados, mas suas toxicidades séo similares. Ja o dessulfinil é estavel e mais téxico quando
comparado ao fipronil, além de apresentar um potencial bioacumulativo em tecido adiposo
(HAINZL et al., 1998; FENET et al., 2001; DAS et al., 2006).

Assim como em estudos de resisténcia microbiana, estudos para um controle estratégico
de carrapatos podem ser associados aos estudos da relacdo entre a concentracdo e o efeito
farmacologico, isto é, a relagdo PK-PD que considera todos 0s processos e parametros
associados a farmacocinética e a farmacodindmica. Esta relacdo utiliza-se de modelos
matematicos e estatisticos para delinear ao longo do tempo as concentracdes dos ativos
correlacionado com seus efeitos. Sendo assim, estudos de farmacocinética do fipronil podem
ser utilizados para otimizar a farmacoterapia de eficacia carrapaticida, inclusive em associagdes
com outras bases (EMA, 2017).

Lopes et al. (2017) analisaram os parametros farmacocinéticos de uma combinagéo
pour-on de fipronil 1,25 mg / kg + fluazuron 2,5 mg / kg para bovinos contra R. microplus e
demonstraram que a combinacdo desses dois ingredientes ativos, em 0posi¢do a0 seu UsO
separado, poderia representar uma ferramenta para estender o ciclo de vida dessas duas
moléculas contra os ectoparasitas de bovinos.



Essa combinacao apresentou sua concentracdo maxima (Cmax) de 73,7+12,71 ng/ml para
fipronil em 2,5 dias e 26,1 ng/ml em seis dias para o fluazuron com tempos de meia vida (T1/
2) de 19 (£ 2) e 24, 4 (x 3,5) dias respectivamente. Sugerindo que a rapida absorcao do fipronil
(2,5 dias) compensa a absor¢do mais lenta do fluazuron na eficacia terapéutica, assim como o
tempo de meia vida maior do fluzuron promove uma maior eficdcia residual, mostrando a
importancia do conhecimento farmacocinético do ativo. Ja Cid et al. (2016) ao administrarem
fipronil por via subcutadnea em bovinos na dose de 1mg/kg observaram também uma répida
absorcdo, alcangando sua Cmax (378,06+ 137,44ng/ml) em apenas 10 horas, em compensagao
seu T1/ 2 foi menor, 12 dias, apesar de também demonstrar um perfil de eliminacdo lenta, que
é desejavel em antiparasitarios.

Testes de eficécia carrapaticida do fipronil em bovinos frente a R. microplus apresentam
resultados significativos no controle desse ectoparasito. Davey et al. (1998) demonstraram
eficacias terapéuticas de até 99,7%, enquanto Cid et al. (2016) observaram 81,41% e Lopes et
al. (2017) alcancaram valores superiores a 99% a partir do sétimo dia experimental. Tais estudos
foram significativos para a formulacdo da hip6tese de que esses resultados se estenderiam a
espécie D. nitens, parasitando equinos.

Porém, casos de resisténcia de R. microplus frente ao fipronil, foram relatados por
Castro-Janer et al. (2010) em populac6es estudadas em fazendas nos estados brasileiros do Rio
Grande do Sul (populagdo JRRS), Mato Grosso do Sul (populagdo NET) e S&o Paulo
(populacBes NIA, GAM, LE, ZOR, AR, LAM, RIM, PIQ e VIBE). As amostras de carrapatos
foram coletadas de 2007 a 2008 e os testes utilizados foram os testes in vitro de imerséo de
adultos (AIT), de pacote de larvas (LPT) e de imersdo de larvas (LIT). O LIT foi considerado
pelo autor como o mais sensivel para deteccdo de resisténcia ao fipronil, encontrando na
concentracdo de 8ppm mortalidades de 68%, 40,5%, 60%, 72%, 25% e 78% para as populacdes
NIA, ZOR, JRRS, NET, PIQ e VIBE, respectivamente. J& Lopes et al. (2017) sugerem
resisténcia de R. microplus em bovinos tratados com fipronil “pour on” a 1% devido a
resultados de eficacia terapéutica abaixo de 60% em uma populacdo de carrapato em Minas
Gerais, no entanto em outra propriedade no mesmo estado 0s autores encontraram uma cepa
sensivel ao acaricida, demonstrando que a eficacia de uma base quimica pode variar entre
diferentes populagdes de carrapato.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Local

O trabalho foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterindria (LQEPV), pertencente ao Departamento de
Parasitologia Animal (DPA), do Instituto de Veterinaria (V) da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), localizada no municipio de Seropédica.

3.2.  Animais Utilizados

Os equinos utilizados foram da raca ponei brasileiro de ambos 0s sexos, com idade entre
dois e seis anos. Os animais eram provenientes do plantel permanente da area de campo do
LQEPV /DPA /IV, da UFRRJ.

Os cavalos foram utilizados como hospedeiros para as fases de larvas, ninfas e adultos
do carrapato D. nitens. Os animais permaneceram estabulados individualmente em baias com
piso suspenso em estrado de madeira vazado e area total de 5,31 m? (1,85m de largura por
2,87m de comprimento), por todo periodo de experimentacdo. Ao longo do periodo de
experimentacao os poneis foram alimentados com feno (3% do peso corporal/dia/animal), um
quilograma de racdo comercial e 4gua ad libitum. As instalacGes foram higienizadas uma vez
por dia (raspagem e jato d’agua). As baias ndo necessitaram de sistema de exaustéo, pois séo
abertas nas laterais do galpdo e possuem amplas janelas teladas em todas elas.

3.3.  Origem dos Carrapatos

As larvas de D. nitens, com idade entre 14 e 30 dias, utilizadas no estudo foram
provenientes de colonia estabelecida e mantida nas dependéncias do LQEPV (Protocolo da
Comissdo de Etica no Uso dos Animais-CEUA/ UFRRJ n° 2524181218) (ANEXO A).

3.4. Delineamento experimental ensaio in vivo

O estudo foi aprovado pela CEUA sob o nimero de protocolo 5859270619 (ANEXO
B). Para o ensaio in vivo, 14 p6neis saudaveis foram estabulados no dia -40, ap0s pré-selecdo
baseada em exame clinico geral e exame hematoldgico. A partir do dia -31 estes foram
infestados com aproximadamente 1750 larvas de D. nitens, com idade entre 14 e 30 dias, em
dias alternados, ou seja, nos dias -31, -29, -27, -25, -23, -21, -19, -17, -15, -13, -11, -9, -7, -5, -
3, -1. Nos dias -3, -2, -1, as fémeas ingurgitadas desprendidas naturalmente foram
contabilizadas para randomizacdo dos animais em grupos. Em seguida foi feito uma lista em
ordem decrescente com os valores das contagens. Os dois animais com maior contagem foram
sorteados e distribuidos entre os grupos 1 (grupo controle) e 2 (grupo tratado), respeitando a
ordem decrescente do sorteio, sucessivamente, até completar-se sete animais em cada grupo.
No dia zero, os animais foram pesados em balanca digital devidamente calibrada, apds a
pesagem os animais do grupo tratado receberam uma formulagdo comercial a base de fipronil
1% por via topica pour on, na dose de 1mg/Kg, com volume de 1 mi/10kg. Para o tratamento o
volume calculado para cada animal foi medido em seringas de 10 mL, graduadas a cada 0,2mL,
quando necessario este volume foi arredondado para baixo. A aplicagéo tdopica do fipronil 1%
foi realizada sobre o dorso do animal, iniciando-se na base da calda até a base do pescoco.

Apols o tratamento, os animais foram desafiados com mais trés infestacbes pos-
tratamento com aproximadamente 1750 larvas nos dias +7, +14 e +21, com o intuito de avaliar
a eficacia residual do produto. Os poneis permaneceram individualizados até o dia +50 para
recuperacdo das teledginas desprendidas. A queda das fémeas ingurgitadas até o dia +29 foi
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referente a eficacia carrapaticida do fipronil sobre D. nitens, enquanto a eficacia residual do
fipronil sobre o carrapato foi avaliada, com as quedas de teledginas dos dias +30 a +36, +37 a
+43 e +44 a +50 referentes as infestacOes desafios dos dias +7, +14 e +21, respectivamente. A
eficacia da formulacéo foi avaliada através da comparacéo da eficiéncia carrapaticida, do indice
de eficiéncia reprodutiva e nutricional. Durante todos os dias do estudo os animais passaram
por observacdes gerais de saude, aléem da realizacdo de exame complementar (hemograma)
semanal.

3.5. Avaliagdo da eficiéncia carrapaticida e do indice de eficiéncia reprodutiva

As teledginas desprendidas dos animais foram levadas para o LQEPV/UFRRJ onde
foram contadas. Posteriormente, quando possivel um méaximo de 12 teledginas de cada grupo,
divididas em duas repeticdes com 6 espécimes cada, foram separadas, lavadas em agua corrente
com auxilio de peneiras de aco inox e secas com papel absorvivel. Em seguida, elas foram
pesadas e acondicionadas individualmente fixadas pela regido dorsal no interior de placas de
petri (PS 90x15mm lisa) devidamente identificadas com o grupo (tratado/controle), a repeticao
(R1/R2) e o dia experimental. O acondicionamento dessas placas foi realizado em estufa
climatizada do tipo BOD regulada a 27 + 1° C e umidade relativa de 70-80% para realizagdo
das posturas e analise da viabilidade dos ovos. Para analise da eficiéncia reprodutiva (ER), as
posturas foram pesadas sempre 21 dias ap6s a incubacédo das teledginas incluindo no processo
a pesagem das quendoginas, utilizada na avaliacdo do indice nutricional (IN). A eclodibilidade
das posturas foi avaliada 21 dias apds a pesagem da massa de ovos.

3.5.1. Calculos e analises estatisticas

A eficacia carrapaticida do fipronil sobre o D. nitens foi calculada comparadas as médias
do nimero de teledginas recuperadas dos animais medicados, com as médias do nimero de
teledginas recuperadas dos animais controle para cada dia experimental do intervalo D+1 a
D+29.

De acordo com a seguinte formula:

% de eficacia = [1-(Ta x Cb) = (Tb x Ca)] x 100

Onde:

Ta = nimero médio de teledginas recuperadas dos animais tratados apds o tratamento
(dias +1 a +29);

Th = nimero médio de teledginas recuperadas dos animais tratados nos 3 dias anteriores
ao tratamento;

Ca = numero médio de teledginas recuperadas dos animais controles periodo apds o
tratamento (dias +1 a +29).

Cb = nimero médio de teledginas recuperadas dos animais controles nos trés dias
anteriores ao dia do tratamento.

Para a avaliagdo dos niveis residuais de eficacia utilizou-se a média de teledginas
desprendidas, nos seguintes intervalos de tempo +30 a +36, +37 a +43 e +44 a +50, de ambos
0s grupos. Essas médias referem-se ao intervalo de 23 a 29 dias apés as infestacGes desafios
nos dias +7, +14 e +21.
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Para isso utilizou-se a seguinte formula:
% de eficacia = (MedGC — MedGT) / MedGC x 100

Onde:

MedGC = media de teledgina desprendidas do grupo controle nos dias 23 a029 apoés
cada reinfestagéo

MedGT = média de teledgina desprendidas do grupo tratado nos dias 23 a029 apos cada
reinfestagéo

O IN (indice de Conversdo nutricional) foi obtido através da formula proposta por
Bennet (1974), descrita a seguir:

IN= peso dos ovos x 100
peso inicial das fémeas ingurgitadas — peso das quendginas

Para o célculo da ER e da eficicia do fipronil sobre a ER (Eficacia na Inibi¢do da
Reproducdo — EIR) utilizou-se as seguintes férmulas:

ER=_peso dos ovos X % de eclosdo x 20.000
peso das teledginas

EIR (%) = (média ER grupo controle - media da ER do grupo tratado) x 100
média da ER do grupo controle.

Para a analise estatistica verificou-se a normalidade de distribuicdo dos dados pelo teste
de Shapiro Wilk. Para dados paramétricos a analise das médias foi feita pelo teste de Mann-
Whitney e para os ndo paramétricos, pelo teste de Kruskal-Wallis. Todas as analises foram
feitas com intervalo de confianga de 95% (p< 0,05).

3.6. Ensaio de Farmacocinética

Os equipamentos e acessorios usados no ensaio estdo listados abaixo:

o Tubos de coleta de sangue com heparina a vacuo;
. centrifuga refrigerada Cientec, modelo CT 6000R;
. cromatografo liquido Dionex, modelo Ultimate 3000, equipado com duas

bombas quaternarias, valvula de sete vias, forno para coluna, detector UV-VIS ULTIMATE
3000RS DIONEX e software CHROMELEON 6.80 DIONEX;
o coluna cromatografica Kromasil C18 (100mm x 4,6 mm X 3,5um);
pré-coluna cromatografica Kromasil (C18 10mm x 4,6 mm x 3,5um);
manifold a vacuo com capacidade para 12 cartuchos Visiprep (Sigma);
bomba a vacuo — Tecnal — modelo Eco;
cartuchos para extracdo em fase solida C18 500 mg- Supelco.

As substancias quimicas de referéncia (S.Q.R) e o0s reagentes empregados nas
determinaces analiticas, estdo listados abaixo com suas respectivas especificacdes.

o S.Q.R Fipronil Pestanal, Sigma-Aldrich, lote SZBA0033X, de teor declarado
100%;
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o S.Q.R Fipronil Sulfona Pestanal, Sigma-Aldrich, lote BCBT9592, de teor
declarado 99%;

o substancia quimica usada como padrao interno, Etiprol Pestanal, Sigma-Aldrich,
lote SZBD234XV, de teor declarado 98,2%);
o reagente Acetonitrila, Tedia, grau de Cromatografia Liquida de Alto

Desempenho (HPLC) >99,9%, lote 14090171;
o reagente Metanol Honeywell, grau HPLC >99,9%, DU 637-BR.

3.6.1. Metodologia analitica para quantificacédo do fipronil em plasma dos poneis

Para a quantificacdo do fipronil e do seu metabalito fipronil sulfona foram construidas
curvas padrbes bioanaliticos das duas substancias ativas através de metodologia adaptada de
CID et al. (2012).

Para o preparo da curva padrdo bioanalitica, inicialmente, foram preparadas em
acetonitrila uma solu¢do mae de fipronil 1000 pg/mL, uma solucdo mae de etiprol (padrdo
interno) 500 pg/mL e uma solucdo mae de fipronil sulfona 1000 pg/mL.

Para a obtencdo das amostras para a construcdo da curva o sangue foi coletado de péneis
que ndo foram submetidos a tratamento com antiparasitarios por um periodo de no minimo trés
meses. Para a coleta do sangue foram utilizados tubos heparinizados de 10 mL com vacuo. Os
animais foram contidos e o sangue coletado através de puncdo venosa profunda da jugular. O
plasma foi obtido através de centrifugacdo a 3000 rpm por 10 min a 4°C. O plasma foi entdo
contaminado com solugdo contendo fipronil para obtencdo de concentragdes finais de 0,005,
0,010, 0,025, 0,050, 0,075, 0,100, 0,150 e 0,200 pg/mL. O etiprol foi adicionado ao plasma na
concentragdo final de 0,10 pg/mL. E a contaminagdo com fipronil sulfona foi realizada para
obter as concentragdes finais de 0,010, 0,025, 0,050 0,100, 0,250 ¢ 0,500 u/mL. Apds
contaminag&o, o plasma foi aliquotado em volumes de 1,00 mL em eppendorfs e acondicionado
em freezer (-20°C) até 0 momento da etapa de extracao.

O procedimento de extracdo da amostra foi realizado utilizando a técnica de extracdo
em fase solida usando cartuchos de extracdo C18 (Supelco). Primeiramente os cartuchos foram
acondicionados com 2,0 mL de metanol e 2,0 mL de 4gua. Em seguida foram adicionadas 1,0
mL de amostra (plasma contaminado com padrdo interno) e depois se procedeu a etapa de
lavagem utilizando 1,0 mL de agua. A eluigdo foi feita com 1,0 mL de acetonitrila. O eluato foi
evaporado até a secura ¢ reconstituido em 100 pL de acetonitrila. A separa¢do cromatografica
foi realizada utilizando as seguintes condi¢6es: coluna Kromasil C18 100x4,6 mm x 3,5um,
pré-coluna Kromasil C18 10x4,6 mm x 3,5um, fase movel acetonitrila: agua (60:40) com fluxo
1,0 mL/min, comprimento de 210 nm, volume de inje¢do 10 uL, temperatura de 25°C e tempo
de corrida de 15 minutos.

3.6.2. Construcdo da curva de concentracao plasmatica

Para a construcéo da curva de concentracéo plasmatica das formulagdes foram coletadas
amostras de sangue em tubos heparinizados vacutainer de 10 mL. da jugular de cada animal do
grupo tratado em zero e quatro horase 1, 2, 7, 12, 14, 15, 16, 21, 28 e 48 dias ap0s o tratamento.

Apbs a coleta as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a 4°C e o plasma
foi separado em micro tubos com duas aliquotas de 1 mL. Apds o tratamento de extracdo as
amostras foram analisadas por CLAE-UV, através de metodologia analitica adaptada de Cid et
al. (2012).

Os valores de concentragdo plasmaética encontrados foram analisados individualmente
para cada animal. Os parametros farmacocinéticos determinados foram: concentracdo maxima
absorvida (Cmax), tempo onde ocorre a Cmax (Tmax), tempo de meia vida (t1/2), area sob a curva
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de zero até a ultima concentracdo possivel quantificada (AUC 0-t) e &rea sobre a curva de zero
a infinito (AUC 0-0). Os resultados foram expressos em relagao a média aritmética + CV. A
construcdo da curva de concentracao plasmatica versus tempo e os parametros farmacocinéticos
foi realizada utilizando o macro PK Solver do Microsoft Excel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Farmacocinética

A partir da analise farmacocinética observou-se uma resposta linear na faixa de 0,10 a
2,00 pg/mL para o fipronil com coeficiente de correlacdo linear (r) de 0,9946, e equacéo da reta
foi y=0,8639x - 0,0300 (Figura 1). Para o fipronil sulfona também foi observada uma resposta
linear na faixa de 0,50 a 5,00 pg/mL com coeficiente de correlagdo linear (r) de 0,9970 e
equacao da reta foi y= 0,8490x + 0,071 (Figura 2).

Curva Bioanalitica Fipronil
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Figura 1 — Curva bioanalitica da relacdo de area do padrdo analitico do Fipronil e padrdo interno
(Etiprol) em plasma de pbneis tratados com 1mg/kg de fipronil por via topica “pour on”.
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Figura 2 — Curva bioanalitica da relacdo de &rea do padréo analitico do Fipronil sulfona e padrdo interno
(Etiprol) em plasma de pbneis tratados com 1mg/kg de fipronil por via topica “pour on”.

O modelo matematico de administracdo extra vascular ndo compartimental foi utilizado
para a construcdo do perfil plasmatico do fipronil, por ser o método de eleicdo na analise
farmacocinética descritiva.

O fipronil administrado pela via topica em cavalos, da raca ponei brasileiro, na dose de
1 mg/kg apresentou perfil farmacocinético com dois picos de Cmax (0,71 £ 0,30 e 0,56 + 0,27
pMg/mL com Tmax em sete e 15 dias, respectivamente (Figura 3). Cid et al. (2016) ao
administrarem 1m/kg de fipronil por via subcutanea em bovinos encontraram uma Cmax de 0,37
pg/mL (378,06 ng/mL) com 0 Tmax de apenas 10h, porem a Cmax Ndo ultrapassou 5 pg/mL (56,5
ng/mL) nos tempos de sete e 14 dias apds o tratamento. A maior absorgdo observada no presente
ensaio pode estar relacionada a fisiologia da espécie a animal em estudo e/ou também ao tipo
de via de administrag&o do fipronil.

O fipronil é biotransformado a fipronil sulfona por oxidacdo, sendo este o principal
metabdlito ativo do fipronil, apresentando toxicidade similar ao composto de origem, e atuando
também como receptor GABA (WANG et al., 2016). A biotransformacdo pode ser percebida
jano primeiro tempo de coleta, quatro horas apds o tratamento, mas o metabolito s6 atinge sua
Cmax de 0,27 + 0,06 pg/mL no 18° dia (Tmax =18 £3,29). Apds o 16° dia de estudo a concentragéo
da fipronil sulfona permaneceu aproximadamente quatro vezes maior que a concentragéo de
fipronil até o tempo +48. Mesmo alterando a forma de administracéo o pico de Cmax da fipronil
sulfona é posterior ao do fipronil e a sua concentracdo permanece maior por mais tempo.
Lacroix et al. (2010) observaram esse fato apos a administracdo oral de fipronil em ratos. As
eliminaces, destes compostos podem ser consideradas lentas, pois apresentam altos T1/2 8,54
+ 2,03 e 42,06 + 23,02 dias, respectivamente (Tabela 1). No estudo o tempo de meia vida da
fipronil sulfona, quando comparada ao fipronil é aproximadamente cinco vezes maior, que
demonstra uma libera¢do muito mais lenta.
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Figura 3 — Curva de concentragdo plasmatica em plasma de pdneis (n=6) do Fipronil (FIP) e Fipronil
sulfona (SULF) a partir de administragdo topica “pour on” de fipronil na dose de 1m/kg.

Tabela 1 — Parametros farmacocinéticos médios apds a administragdo topica “pour on” do fipronil em pdneis na
dose Unica de 1mg/kg.

Parametros . . . .
farmacocinéticos Fipronil Fipronil sulfona

Cmaxt (Mg/mL) 0,71+0,30 0,27+ 0,06

T maxa (d) 7,00 £ 0,00 18,00 + 3,29

C maxz (Mg/mL) 0,56 0,27 -

T maxz (d) 15,00 + 0,00 -

AUC (ug/mL*d) 13,50 £ 7,50 8,42 +£1,29
T1/2 (d) 8,54 + 2,03 42,06 £ 23,02
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4.2. Estudo de eficicia Terapéutica

O numero médio de teledginas de D. nitens recuperadas dos animais dos grupos controle
e tratado nos periodos pré-tratamento (dias -3 a -1) e pds-tratamento (dias 1 a 29) e a eficacia
média carrapaticida diaria do fipronil aplicado pela via topica “pour on” no volume de

1mL/10kg, com dose de 1mg/kg estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2 — Média do nimero de teledginas de Dermacentor nitens recuperadas dos animais dos grupos controle e
tratado nos periodos pré tratamento (dias -3 a -1) e pos-tratamento (dias 1 a 29). Eficacia diaria e eficacia
carrapaticida terapéutica do fipronil aplicado pela via topica “pour on” na dose Unica de 1mg/ kg.

Média de teledginas desprendidas

Dia Eficacia (%)
Controle Tratado
-3 26,66 + 20,04 37,57 + 2525 -
-2 13,66 + 645 30,00 + 17,24 -
-1 13,50 + 10,45 22,71 + 9,76 -
Média (-3a-1) 17,94 + 9,112 30,10 + 17,307 -
1 11,00 + 8,10 8,57 + 11,78 23,05
2 21,83 + 11,02 2,57 + 410 79,07
3 22,50 + 19,20 0,57 + 1,05 65,39
4 22,83 + 1546 0,71 + 116 77,76
5 16,16 + 919 0,86 + 173 75,92
6 27,16 + 140 0,71 + 116 84,42
7 25,50 + 18,54 0,57 + 0,73 92,70
8 34,50 + 22,17 0,86 + 112 93,13
9 32,50 + 34,37 1,29 + 183 96,35
10 37,83 + 27,98 2,71 + 3,65 97,32
11 44,66 + 32,83 0,71 + 1,39 95,45
12 46,33 + 33,36 0,71 + 139 95,98
13 76,83 + 75,36 1,86 * 155 97,58
14 60,00 + 43,80 0,00 + 0,00 96,90
15 48,00 + 42,32 1,29 + 158 93,65
16 57,00 + 37,84 0,86 + 173 91,98
17 37,16 + 23,13 1,71 + 3,81 97,27
18 33,50 + 21,65 0,43 £+ 1,05 94,95
19 25,33 + 14,88 0,14 + 035 95,32
20 16,00 + 10,23 0,00 + 0,00 91,54
21 15,50 + 881 0,00 + 0,00 91,26
22 16,00 + 17,01 0,57 + 1,05 91,54
23 25,00 + 2570 0,00 + 0,00 99,32
24 25,16 + 17,83 0,00 + 0,00 99,33
25 16,50 + 11,87 0,00 + 0,00 93,84
(continua)
(continuag&o)
Dia Média de teledginas desprendidas Eficacia (%)
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Controle Tratado

26 21,50 + 15,26 0,00 + 0,00 93,70
27 14,50 + 435 0,00 + 0,00 96,50
28 6,66 + 461 0,00 + 0,00 79,69
29 6,00 + 3,06 0,00 + 0,00 88,71
Média (+1 a +29) 29,08 + 21,52° 0,96 + 1,46° 91,83
Média (+8 a +29) 31,55 + 23091° 0,61 + 0,95° 95,26

2 médias na mesma linha com letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05)

A média das contagens de teledginas recuperadas nos trés dias pré-tratamento (-3,-2,-1)
foi de 17,94 £ 9,11 para o grupo controle e 30,10 + 17,30 para o grupo tratado, ndo apresentando
diferencas estatisticas significativas (p=0,9549). A auséncia de diferenca estatistica entre os
grupos no momento anterior ao tratamento, demonstra que os mesmos foram corretamente
divididos, de forma que os resultados obtidos pés tratamento foram influenciados
principalmente pela acdo do produto.

O numero médio de teledginas recuperadas pds-tratamento no periodo experimental do
dia +1 ao +29 variou de 6,00 + 3,06 a 76,83 £ 75,36 para o grupo controle e de 0 a 8,57 + 2,18
para 0 grupo tratado. A andlise estatistica referente a este periodo obteve um p-valor igual a
0,0001, demonstrando diferencas significativas entre as médias de teledginas dos grupos
tratados e controle. Os menores valores de eficacia média estavam entre os dias +1 e + 5, com
23,05 e 75,92 %, respectivamente. No entanto, a eficacia média a partir do dia +8 foi superior
a 95% (p<0,0001), neste intervalo a eficacia maxima foi de 99,33% no dia +24 e a minima de
79,69 % no dia +28.

O presente estudo foi realizado nos moldes do ensaio de teste estabulo da portaria n° 48
do MAPA (BRASIL, 1997) para bovinos, adaptado ao ciclo de D. nitens em cavalos. A
recuperacdo de teledginas desta espécie em infestacfes controladas nos equinos varia do 22° ao
30° dia po6s infestagdo, com um pico de queda modal ao 26° dia. (DIAMANT e STRICKLAND,
1965; DRUMMOND et al., 1969; SANAVRIA; PRATA, 1996; RODRIGUES et al., 2016). O
intervalo citado acima foi utilizado para a avaliacdo da eficcia terapéutica em D. nitens neste
estudo, realizado do dia experimental +1 ao +29, uma vez que esse carrapato possui um ciclo
mais longo quando comparado ao R. microplus, com ciclo parasitario de 23 dias (LABRUNA,
2008).

De acordo com a portaria n° 48 do MAPA (BRASIL, 1997), a eficécia carrapaticida
terapéutica média dos 23 dias apds o tratamento deve ser de no minimo 95%. O presente estudo
atingiu eficacia média de 91,83%, quando avaliada a queda entre os tempos +1 ao +29, contudo
a eficacia média avaliada a partir do dia experimental + 8 até o +29 apresentou uma eficacia de
95,83%, demonstrando a sobrevivéncia exemplares adultos ao tratamento, como observado na
recuperacdo de fémeas ingurgitadas oriundas do grupo tratado até o sexto dia. A menor agéo do
fipronil sobre os adultos presentes no animal foi observada também por Cid et al. (2016). Este
fato pode estar relacionado ao menor tempo de exposicéo dos individuos nesta fase ao fipronil,
sendo menor tempo de alimentacdo dos adultos até o desprendimento, associada as menores
concentragfes no sangue dos ativos nesse periodo.

Lopes et al. (2017) testaram o fipronil “pour on” a 1% em bovinos a campo e
encontraram uma eficécia entre os dias +1 e +7 de 89,7%, ja entre os dias +8 e +28 esse
percentual foi superior a 99%. Ja Davey et al. (1998) avaliaram a eficacia terapéutica e
persistente do fipronil “pour on” em diferentes concentragdes (0,25; 0,5 e 1%) frente R.
microplus em teste de estdbulo com bovinos e obtiveram eficacias de 82,2%, 94,3% e 99,7%
respectivamente. Assim, como neste ensaio até o dia +7, também foram recuperadas teledginas
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em todas as concentracdes em ambos o0s estudos, reforcando a teoria que o fipronil tem sua
eficacia aumentada a partir do sétimo dia posterior a aplicacao.

Os testes de estabulo sdo ensaios controlados e minimizam as variantes de tempo e
contato direto com outros animais, fatores influenciadores na absor¢do do ativo na dose correta.
Isso porque, produtos tdpicos, mesmo que aplicados na dose determinada podem ter perdas na
absorcéo pelo efeito das chuvas, do sol e também por lambedura de outros animais (DAVEY
et al., 1998). Apesar de estes testes serem muito comuns para bovinos, sdo raros com equinos.

Tanto D. nitens como R. microplus sdo carrapatos monoxenos, ou seja, fazem ecdise de
todas suas fases evolutivas em apenas um hospedeiro. Desta forma o teste de estdbulo
tradicional, sem infestacbes desafios ap0s o tratamento, demonstra eficicia acaricida para
diferentes formas evolutivas (larva /ninfa /adulto) presentes sobre o animal no momento da
aplicacdo do produto. Pelo protocolo da portaria n® 48 do MAPA, do dia experimental um, dia
posterior ao tratamento, ao dia +23, ¢ feita a avaliacdo da eficécia terapéutica pela analise das
teledginas desprendidas, e a partir destas € feita a eficacia sobre a eficiéncia reprodutiva.

Em R. microplus a eficcia encontrada no intervalo experimental entre os dias +1 e +7
é relacionada a acdo adulticida do ativo, pois em média, esse carrapato leva sete dias para o
ingurgitamento e ecdise de ninfa a adulto. Ja, D. nitens demora uma média de 8 dias para a
evolucdo entre os dois estagios (RODRIGUES et al., 2017). Sendo comum em estudos de
eficdcia acaricida, com ativos que necessitam de um tempo para serem absorvidos pelo
organismo tanto em bovinos, como no presente estudo com equinos, menores percentuais de
eficacias encontrados no intervalo experimental entre os dias +1 e +7, referente a uma menor
eficacia adulticida, uma vez que esta € a fase mais resistente do carrapato.

As avaliacOes de eficiéncia reprodutiva das fémeas ingurgitadas coletadas diariamente
dos dois grupos experimentais até o dia +29, foram feitas com duas repeticdes de até 6
teledginas cada, proveniente de cada grupo experimental, para essa avaliagdo utilizou-se os
seguintes parametros: peso do grupo de teledgina, da postura e percentual de eclosdo, assim
como descrito por Drummond et al. (1973) e estabelecido pelo MAPA (BRASIL, 1997). Para
avaliacdo da eficiéncia nutricional utilizou-se o peso do grupo de teledgina, da massa de ovos
e da quendgina, de acordo pela férmula descrita por Bennett et al. (1974). Os resultados
referentes a esses dados encontram-se na tabela 3.
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Tabela 3 - Média de peso de fémea ingurgitada, de postura, do percentual de eclosdo, da eficiéncia reprodutiva, do peso de quenogina e do indice nutricional dos grupos controle
e tratado. E eficécia sobre a eficiéncia reprodutiva diaria de Dermacentor nitens coletadas ap6s tratamento com fipronil aplicado por via topica “pour on” a 1mg/kg em cavalos.

Controle Tratado Eficacia sobre
: L ~ S L oo L ~ A . oo a Eficiéncia
Dia Tele6gina Postura Eclosdo  Eficiéncia  Quendgina Indice Teledgina  Postura Eclosdo Eficiéncia Quendgina Indice Reprodutiva
(9) (9) (%) Reprodutiva (9) Nutricional (9) (9) (%) Reprodutiva (9) Nutricional (%)
+ 0.337+ 0171+ 89.0+  905629.5+ 0.094 + 70.4 + 0.354 + 0.060+ 859+ 293063.9 + 0.203 + 40.1+ 67 64
0.048 0.064 24.7 325652.0 0.040 20.9 0.053 0.086 16.7 374967.0 0.055 32.6 '
+2 0.352+ 0.182+ 86.3+  892311.8+ 0.097 + 713+ 0.346 + 0.159+ 89.1% 816392.7 + 0.098 + 63.8+ 8.51
0.062 0.065 27.1 365491.2 0.032 13.2 0.101 0.078 17.6 343965.3 0.026 22.3 '
+3 0.348+ 0215+ 98.0+ 12117815+% 0.082 81.0+ 0.300 = 0127+ 921+ 782914.0 + 0.106 65.6 + 35,39
0.052 0.032 1.3 124235.5 0.026 4.7 0.099 0.082 6.4 411212.9 0.050 29.3 '
+4 0.333+ 0205+ 955+ 1176303.8 0.070 £ 78.1+ 0.334 0125+ 809+ 605437.3 + 0.132 + 618+ 48.53
0.055 0.045 4.1 99007.7 0.010 2.1 0.069 0.076 11.9 413974.1 0.073 29.7 '
+5 0.345+ 0205+ 948+ 11244703 % 0.082 777+ 0.302 + 0148+ 946+ 924874.4 + 0.130 £ 85.8+ 17.75
0.055 0.044 4.2 143074.3 0.015 4.0 0.075 0.063 2.8 333379.0 0.151 39.4 '
+6 0.342+ 0211+ 957+ 11792286+ 0.077 + 795+ 0.306 + 0.153+ 88.6% 882217.7 + 0.096 + 726+ 2519
0.053 0.067 3.7 246529.7 0.017 14.0 0.051 0.063 27.1 308999.4 0.048 5.0 '
+7 0.288+ 0.164+ 939+ 1066889.0+ 0.071+ 75.33 0.215+ 0.074+ 78.0% 540363.6 + 0.079+ 54.8 + 49.35
0.055 0.051 7.4 300629.1 0.028 14.3 0.103 0.061 43.4 468514.9 0.068 27.7 '
+8 0.286+ 0171+ 964+ 1150707.1% 0.062 £ 76.1+ 0.146 + 0.0563+ 785z 568866.6 + 0.059 60.7 + 50.56
0.059 0.051 2.8 176374.2 0.011 6.5 0.123 0.077 32.9 488736.1 0.062 34.2 '
+9 0.347+ 0202+ 944+ 1100167.3 % 0.064 715+ 0.241 + 0118+ 941+ 918726.7 + 0.055 * 63.3+ 16.49
0.095 0.046 2.7 121466.1 0.012 9.2 0.094 0.057 8.4 390089.0 0.020 24.4 '
+10 0.339+ 0197+ 918+ 1067983.2 % 0.085 + 776+ 0.295 + 0157+ 66.0% 702460.5 + 0.077 £ 721+ 3493
0.045 0.069 7.1 371166.0 0.049 24.9 0.093 0.085 45.6 557679.0 0.013 455 '
11 0336+ 0191+ 923+ 10520959+ 0.078 + 741+ 0.263 + 0092+ 77.1% 540116.7 + 0.084 + 51.7+ 48.66
0.049 0.049 4.4 213214.6 0.023 7.9 0.112 0.061 29.7 365390.6 0.042 19.9 '
112 0351+ 0181+ 958+  989996.8 + 0.077 + 66.2 + 0.265 + 0.100+ 86.3% 650746.8 + 0.091 + 574+ 34.97
0.103 0.067 1.7 274200.7 0.031 14.4 0.073 0.065 12.8 348066.2 0.051 20.7 '
+13 0305+ 0179+ 946+ 11103149+ 0.056 + 720+ 0.260 + 0132+ 84.2% 856518.0 + 0.069 + 65.0 + 99 86
0.054 0.037 6.2 199433.1 0.011 9.2 0.115 0.075 311 360982.5 0.024 7.5 '
14 0.298 + 0.171+ 953+ 1097000.9 0.063 £ 76.0+ 0.200 = 0.095+ 758+ 7223189+ 0.053 = 65.0 + 34.16
0.060 0.045 4.7 112736.3 0.013 18.2 0.092 0.064 33.6 415433.3 0.024 27.0 '
(continua)

(continuacdo)

22



Controle Tratado Eficacia sobre
; . ~ s L . L ~ A L . a Eficiéncia
Dia Teledgina Postura Eclosdo  Eficiéncia  Quendgina Indice Tele6gina  Postura  Ecloséo Eficiéncia Quenogina Indice Reprodutiva
) () (%) Reprodutiva (9) Nutricional 9) (9) (%) Reprodutiva (9) Nutricional (%)
+15 0322+ 0196+ 96.2+ 11676315+ 0.071+ 753+ 0.280 + 0.130+ 884+ 819831.5 + 0.071+ 62.1+ 29.79
0.067 0.048 2.9 119559.8 0.026 5.3 0.067 0.069 29.2 483244.2 0.027 27.7 '
+16 0287+ 0.162+ 92.8+ 1050851.7 + 0.073+ 772+ 0.251+ 0134+ 814+ 870465.4 + 0.062 + 71.0+ 1717
0.052 0.043 7.1 197689.0 0.020 19.6 0.078 0.062 36.0 642266.0 0.013 35.4 '
17 0309+ 0.185+ 858+ 1026207.8+ 0.073 £ 734+ 0.271 % 0140+ 91.0% 936830.5 + 0.077 £ 717+ 6.20
0.041 0.058 28.3 417738.5 0.011 7.7 0.111 0.073 104 282353.4 0.036 8.0 '
+18 0282+ 0163+ 969+ 1119875.1% 0.066 + 774+ 0.179 + 0.084+ 933z 869549.0 + 0.038 + 50.2+ 99 35
0.057 0.045 2.3 175945.4 0.013 20.6 0.105 0.065 35 512534.9 0.017 321 '
+19 0343+ 0192+ 956+ 1068325.2+ 0.095 + 770+ 0.161 + 0.060+ 948z 709280.8 + 0.053 + 56.0 93.93
0.046 0.080 2.2 482543.4 0.025 4.6 0.102 0.077 2.9 471409.9 0.033 29.8 '
+20 0312+ 0172+ 93.0+ 1025984.0+ 0.077 + 69.7 + 0.088 + 0.044+ 587+ 585004.7 + 0.046 + 470+ 4298
0.078 0.047 1.8 135518.1 0.027 9.2 0.119 0.082 50.8 458640.9 0.026 32.6 '
121 0293+ 0177+ 932+ 11257308+ 0.064 + 771+ 0.158 + 0.061+ 851+ 653030.5 + 0.057 + 60.1 + 41.99
0.097 0.054 2.4 325652.0 0.012 9.7 0.106 0.083 11.9 384861.3 0.050 26.7 '
+22 0294+ 0181+ 944+ 1163038.0+ 0.059 + 78.6 + 0.252 + 0.100+ 70.0% 555188.4 + 0.076 + 56.7 + 52 26
0.067 0.049 2.6 365491.2 0.011 16.5 0.132 0.094 39.6 486597.9 0.049 41.6 '
123 0285+ 0.149+ 929+  968786.5* 0.072 £ 749 0.381 % 0214+ 920% 1033490.8 + 0.066 + 679+ 0.00
0.058 0.056 4.0 124235.5 0.014 25 0.000 0.000 0.0 0 0.000 0.0 '
124 0367+ 0220+ 941+ 11275473+ 0.082 + 64.4 +
0.058 0.057 2.4 99007.7 0.020 15.6
425 0356+ 0218+ 923+ 1131591.0% 0.079 + 709+ 0.322+ 0.170+ 86.8+% 913937.2 + 0.082 + 705+ 19.23
0.087 0.076 8.1 143074.3 0.016 43.3 0.112 0.072 6.8 285413.6 0.040 11.0 '
126 0404+ 0248+ 923+ 1129824.7 + 0.074 + 742+ 0.239 + 0131+ 67.2% 733340.3 + 0.053 + 619+ 35.09
0.054 0.038 10.2 246529.7 0.027 7.9 0.067 0.048 31.9 496965.0 0.008 23.9 '
107 0329+ 0.167+ 883+  897047.9+ 0.069 + 734+ 0.367 + 0.075+ 923+ 377041.7 + 0.204 + 46.0 + 0.00
0.093 0.067 21.4 300629.1 0.057 7.7 0.039 0.046 3.8 44773.4 0.044 3.2 '
128 0.208+ 0.094+ 878+  791856.0 % 0.076 £ 774+ 0.251 + 0144+ 86.3% 990713.3 ¢ 0.059 + 75.0+ 0.00
0.118 0.101 25.2 176374.2 0.019 20.6 0.110 0.068 10.9 171289.3 0.025 6.8 '
129 0251+ 0.160+ 945+ 1078959.1+ 0.065 + 770+ 0.277 + 0154+ 848+ 943876.4 + 0.064 + 723+ 12,52
0.099 0.076 4.0 121466.1 0.012 4.6 0.067 0.045 11.2 219960.6 0.016 4.4 '
+lao 0320+ 0.184+ 932+ 1068901.3+ 0.074 £ 74.6 £ 0.261 + 0115+ 83.7% 742735.7 + 0.084 + 62.8 £ 30.97
+29 0.037 0.028 31 99581.3 0.023 3.8 0.071 0.042 9.4 186809.1 0.04 9.77 '
+8a0 0315+ 0.181+ 932+ 1065523.8+ 0.072 £ 741+ 0.245 + 0114+ 826+ 759587.4 + 0.071 62.5+ 29.28
+29 0.040 0.030 2.9 90594.2 0.022 3.7 0.071 0.043 10.2 175298.8 0.03 8.24 '
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Todos os parametros reprodutivos e nutricionais avaliados entre os grupos controle e
tratado apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre os periodos do dia +1 ao +29 e do
dia +8 ao +29, exceto a média de peso das quendginas.

Nos 29 dias seguintes ao tratamento a média de peso das teledginas foi de 0,320 + 0,037
g para o grupo controle e 0,261 + 0,071 g para o grupo tratado. Pode-se observar uma maior
diferenca no peso das fémeas entre os grupos a partir do 7° dia apds o tratamento. O peso médio
das posturas foi de 0,184 + 0,030 g para o grupo controle e 0,115 + 0,042 g para 0 grupo tratado.
Apesar de perceber maior diferenca apds os 7 primeiros dias o dia +1 é uma exce¢ao, mesmo
com teledginas mais pesadas o grupo tratado teve uma média mais baixa de postura (0,06 +
0,0869), em relacdo aos outros dias do ensaio. O percentual de eclosdo médio do controle foi
93 + 3,1% e 83,7+ 9,4 % para o tratado. O peso das quendginas para ambos os grupos foram
em torno de 0,070g. O indice nutricional foi de 74,6 £ 3,8% e 62,8 + 9,78%, respectivamente,
para 0s grupos controle e tratado.

A eficacia sobre a eficiéncia reprodutiva foi em torno de 30%. E inferior em
aproximadamente 50% da eficacia terapéutica (dia +1 ao +29). Os resultados demonstram que
o uso do fipronil “pour on” na dose de 1mg/kg tem baixa eficdcia em inibir reproducdo,
considerando a recuperacao de teledginas, que realizaram posturas viaveis, ou seja larvas que
eclodiram dos ovos no grupo tratado em mais da metade dos dias experimentais € possivel
concluir que o fipronil ndo impede a reinfestacdo dos pastos.

O fipronil “pour on” a 1% em bovinos resultou em eficacia sobre o indice reprodutivo
de 99,7%, com diferencas significativas na média de peso das teledginas e posturas quando
comparadas ao grupo controle (DAVEY et al.,1998). Cid et al. (2016) encontraram resultados
inferiores a 50% ao avaliarem a ag&o de uma formulacgéo subcutanea de fipronil na dose 1mg/kg,
similares aos do presente estudo. Dados tao diferentes podem ser devidos ao local do estudo, a
espécie do carrapato, 0 modo de aplicacdo, a espécie animal em estudo, ou ainda sugerir
resisténcia populacional, assim como Lopes et al. (2017) propuseram apds encontrarem
eficacias terapéuticas discrepantes frente a R. microplus em bovinos tratados com fipronil “pour
on” na dose de 1mg/kg em duas cidades diferentes de Minas Gerais. Os autores observaram alta
eficacia terapéutica sobre a cepa de carrapato da cidade de Dourado, alcangando 99% a partir
do 7° dia, enquanto em Formigas esta foi abaixo de 60%.

4.3.  Estudo de eficécia residual ou persistente

As avaliacdes para determinar a eficacia persistente do fipronil foram baseadas em trés
infestacBes com intervalos semanais (D+7, D+14 e D+21), iniciando na semana seguinte pés o
tratamento, para cada infestacdo eram usadas aproximadamente 1750 larvas por animal.
Baseado no ritmo de ingurgitamento e padrdo de desprendimento de teledginas de D. nitens
descrito por Labruna et al. (2006), com intervalo de 22 a 30 dias apds a infestacdo, e pico de
gueda modal no 26° dia. O presente trabalho desconsiderou o primeiro e o Gltimo dia, formando
um intervalo de 23 a 29 dias ap6s a infestagdo dos animais, com sete dias de avaliag&o,
mantendo-se a modal. E desta forma coincidindo com o intervalo de testes de estabulos de
bovinos para mesma avaliagcdo (BRASIL, 1997).

As fémeas desprendidas entre +30 a +36 foram classificadas como originarias da
infestacdo apos 12 semana do tratamento (D+7), entre + 37 a +43 sdo referentes a infestacdo do
dia experimental +14 e consequentemente as teledginas recuperadas de +44 a +50 relativas a
infestacdo na terceira semana (D+21). Em dias experimentais pos tratamento o inicio da eficacia
residual ¢ referente ao dia + 30 e o final ao +50. As médias de queda de teledginas referente aos
trés desafios de infestagdo e suas eficacias relativas estdo relacionados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Média de queda de teledginas desprendidas no intervalo de tempo de 30 a 50 dias ap6s o tratamento
referente a trés desafios de infestacdo (D+7, D+14 e D+21) e suas respectivas eficacias persistente.

Desafios de infestacéo

Grupos D+7 D+14 D+21
Média de Teledginas Controle 14,55 +8,05 17,64 +12,94 17,60 +12,78
Recuperadas Tratado 0,19 #0,23 0,14 #0220 0,12 0,13
Eficacia persistente 98,69 99,19 99,32
p-valor 0,0039 0,0039 0,0039

Os trés desafios apresentaram eficécias acima de 98% com diferencas significantes entre
0s grupos tratado e controle. A eficacia sobre a eficiéncia reprodutiva foi avaliada assim como
no periodo de avaliagdo da eficacia terapéutica, no entanto ndo foi possivel avaliar
estatisticamente a diferenca entre as suas médias, porque as amostras provenientes do grupo
tratado eram insuficientes. Os dados referentes aos indices reprodutivos e nutricional dos
grupos controle e tratado, mais a eficacia residual sobre a eficiéncia reprodutiva encontram-se
na tabela 5.
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Tabela 5 — Média de peso de fémea ingurgitada, de postura, do percentual de ecloséo, da eficiéncia reprodutiva, do peso de quendgina e do indice nutricional dos grupos controle

e tratado. E eficacia residual sobre a eficiéncia reprodutiva de Dermacentor nitens coletadas apds tratamento com fipronil aplicado por via topica “pour on” a Img/kg em
cavalos.

Controle Tratado Eficacia
sobre a
Desafi L. . Eficiéncia .. Indice . .  Eficiéncia .. indice Eficiéncia
Tea:e(og)]m P;s(n;r I(E)C(ISZ? Reprodutiv Quaer(lo)gm Nutriciona Tea:e(og))m P;)S(tl;l’ %C(I&S);’l Reprodutiv Que?c;gma Nutricional Reprodutiv
g g a g | (%) g g a g (%) a
(%)
0.326 0.178 94.8 1027312.4 0.077 71.1 0.263 0.147 91.3 930008.9 0.063 66.54
+7 + + + + + + + + + + + + 18.83
0.044 0.035 1.5 99359.6 0.025 4.3 0.104 0.082 3.9 414941.9 0.004 28.7
0.288 0.140 90.7 836021.8 0.07 61 0.313 0.165 89.8 913635.5 0.065 65.1
+14 + + + + + + + + + + + + 4.89
0.082 0.077 5.6 315994.5 0.03 16.8 0.122 0.074 8.1 109290.8 0.002 5.6
0.262 0.118 88.5 796175.4 0.081 58.7 0.317 0.178 94.3 1058188.3 0.070 71.54
+21 + + + + + + + + + + + + 1.29
0.077 0.071 8.1 375833.1 0.022 26.5 0.103 0.058 29 35219.9 0.024 2.6
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Embora o controle completo de D. nitens ndo tenha sido alcancado, pois as fémeas
ingurgitadas recuperadas nessas trés semanas conseguiram ovipor posturas viaveis, a
recuperacédo de teledginas no grupo tratado foi muito baixa, com uma média diaria menor que
um. A alta mortalidade das larvas utilizadas nas infestacbes, com consequente baixa
recuperacdo de adultos pode ser relacionada a coincidéncia de infestacdes em picos de
concentracdo plasmaticas, tanto do fipronil quanto do seu metabolito ativo (fipronil-sulfona).
No primeiro desafio de infestacdo (D+7) a concentracdo média do fipronil no plasma dos
cavalos era de 0,71 pg/mL, exatamente a Cmaxi, ja com 14 dias a concentragéo do somatorio
dos ativos, o fipronil mais a fipronil sulfona, chegam a 0,545 pg/mL e com 21 dias a sulfona
atinge sua maior concentragdo plasmatica chegando a 0,258 pug/mL que somada a concentragdo
de fipronil no plasma chegam a 0,344 pg/mL. Cid et al. (2016) relataram a alta eficacia do
fipronil sobre a fase de larvas de R. microplus, corroborando com os resultados obtidos neste
estudo.

O controle total de reinfestacdo de carrapatos impede o desenvolvimento de resisténcia
do hospedeiro ao parasito e aos patdgenos que eventualmente esse pode transmitir. Os
tratamentos racionais e estratégicos para controle ndo visam a eliminacao total e sim a reducéo
da infestacdo de forma gradual. Borges et al. (2002) observaram o desenvolvimento de
resisténcia do cavalo a D. nitens durante estudo com correlacdo sazonal associada, além de
perceber um desenvolvimento de resisténcia cruzada em cavalos com altas infestagdes de D.
nitens e de Amblyomma cajennense lato sensu. Sendo assim, estudos de resisténcia e
sazonalidade associados aos estudos de eficacia carrapaticida em cavalos sdo necessarios para
o desenvolvimento de estratégias eficientes no controle parasitario de equinos.

Atualmente séo escassos estudos de eficacia acaricida em cavalos, sendo as permetrinas
as bases com indicacdo em bula para controle de carrapatos em equinos. Cunha (2011) e Bello
et al. (2008) avaliaram estratégias de controle integrado de D. nitens, baseada em banhos e
aplicacdo de pasta carrapaticida nos pavilhdes auriculares e diverticulos nasais, com intervalos
semanais, utilizando a cipermetrina na concentracao de 0,015%. Ambos os autores constataram
a eficacia dos tratamentos com a pasta carrapaticida, poremos cavalos ndo tratados nos
diverticulos nasais ndo impediram a reinfestacdo dos animais, reafirmando a hipotese sugerida
por Labruna et al. (2001) e Cunha et al. (2007) que a infestacdo dessa area € suficiente para
manter a populacdo ambiental do carrapato, com animais se reinfestando mais rapidamente.

A utilizag¢do do fipronil acaricida topico “pour on”, de agdo sist€émica, com liberacao
lenta, eficaz e seguro ao cavalo diminui a necessidade de aplicacdes tdépicas semanais
facilitando 0 manejo de grandes plantéis, demandando menor custo de méo de obra.
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5 CONCLUSAO

O fipronil administrado pela via topica “pour on” em cavalos da raga ponei brasileiro
atinge a circulacdo sistémica, sendo rapidamente absorvido, j& sua eliminacdo € lenta e até o
ultimo dia de coleta o fipronil mantém niveis detectaveis no plasma. Os dois picos de
concentracdo plasmatica do fipronil associado a uma lenta eliminacdo fazem com que a
biodisponibilidade do ativo no plasma seja alta, fator desejavel para um antiparasitario, ja que
este terd um maior tempo de acéo.

A metabolizagdo do fipronil no seu ativo fipronil sulfona é répida, sendo esta
quantificada nas primeiras horas ap0s o tratamento, apesar de apresentar um perfil de
disponibilidade plasmatica com baixa variagdo de concentracdes, a fipronil sulfona tem um pico
de concentracdo que coincide com a queda da concentracdo do fipronil e seu tempo de meia
vida é aproximadamente 5 vezes maior, sendo quantificada em niveis significantes mesmo 48
dias apos o tratamento. Seu Cmax coincidindo com a queda do fipronil pode sugerir a relacdo da
manutencdo da eficacia elevada apds o 16° dia experimental, onde as concentracdes de fipronil
no sangue ja estao baixas.

No teste de eficécia carrapaticida terapéutica, em cavalos estabulados, o fipronil topico
“por on” aplicado sobre o dorso do equino na dose de 1mg/Kg demonstrou eficacia frente a D.
nitens, mas esta aumentou a partir do 8° dia. Apesar de também observar eficacia sobre a
eficiéncia reprodutiva, sua média foi baixa.

Quanto a eficacia persistente, os resultados encontrados sugerem baixo risco de
reinfestacdo em equinos até 21 dias apos o tratamento com fipronil, com eficacias superiores a
98%.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados avaliados de forma geral demonstram que o fipronil aplicado pela via
topica “pour on” se mostrou eficaz no controle do carrapato em cavalos. Um carrapaticida
topico de acdo sistémica com indicacdo para equinos se torna nova estratégia de controle
qguando comparado as tradicionais pastas de cipermetrinas.

A eliminacdo lenta e a alta biodisponibilidade dos ativos indicados na avalia¢do da curva
de concentracdo plasmatica garantiram uma eficacia residual acima de 98% nas 3 semanas
avaliadas ap6s o tratamento, que demonstram inibir a reinfestacdo dos animais nos pastos,
podendo ser uma ferramenta pra controle de infestacbes ambientais inclusive para outros
carrapatos como o R. microplus, ao qual sua eficacia ja é comprovada, quando cavalos e bovinos
dividem o mesmo pasto.

Avaliando o contexto sanitario, o carrapato é responsavel por significantes perdas
produtiva, direta e indiretamente, ja que é vetor de doencas. Considerando a producédo equina
parte significante do mercado agropecudrio que detém importante participacao no PIB nacional,
além de ser um setor dindmico e de alta movimentacédo de renda. Um controle sanitario eficiente
minimiza 0s prejuizos a agropecuaria do pais, por isso novas estratégias de controle de
carrapatos se fazem ferramentas imprescindiveis para esse controle.

Comprovada a hipétese de que o fipronil administrado por via “pour on” na dose de
1mg/kg de peso corporal aplicada em equinos atingiu a circulagdo sistémica em niveis
plasmaéticos suficientes para produzir efeito carrapaticida frente a infestagdes de D. nitens.
Estudos futuros sdo importantes para a determinacéo do tempo de eficécia residual do fipronil,
ja que o ultimo tempo avaliado (D+44 a D+50) ainda apresentava uma eficadcia média de
99,32%, que pode determinar um efeito residual maior que o ja estudado. Além disso, estudos
com associacdes de bases também sdo desejaveis para o prolongamento de eficacia e
determinacdo de possiveis sinergismos aumentando a gama de ferramentas no controle de
carrapatos em cavalos que se apresenta escassa no mercado atual.

A prética do produtor rural no uso de antiparasitarios sem indicacdo comercial para
equinos extrapolando as doses de bovinos corrobora a necessidade de estudos de eficacia em
modelos experimentais vivos, visto que ha demanda e que promoveria a seguran¢a dos animais.
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ANEXOS

ANEXO A - Certificado da Comisséo de Etica no Uso dos Animais -CEUA/ UFRRJ
n° 2524181218 — Manutencéo de coldnia laboratorial do carrapato Dermacentor nitens em

UFRRJ Comisséao de Eticano C%'E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  J /S5 A
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Manutencio de coldnia laboratorial do carrapato Dermacentor nitens em poneis”,
protocolada sob o CEUA n% 2524181218 (v w1217, sob a responsabilidade de Fabio Barbour Scott e equipe; Raphael Comissdrio
Melo; Gabriela Ferreira de Olivelra; Gabriela Ferreira de Oliveira, Marisa Bealriz da Sliva Rocha; Marisa Beatriz da Silva Rocha;
Raphael Comissdrio Melo; Marisa Beatrlz da Silva Rocha; Debora Azevedo Borges, Debora Azevedo Borges; Barbara Rauta de
Avelar; Debora Azevedo Borges, Barbara Rauta de Avelar; Gabriela Ferreira de Oliveira; Gabriela Ferreira de Ollveira; Marisa Beatriz
da Silva Rocha; Marisa Beatriz da Sliva Rocha; Debora Azevedo Borges, Debora Azevedo Borges, Marisa Beatriz da Sliva Rocha;
Debora Azevedo Borges - que envolve a produgio, manutencio e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata {exceto o homem), para fins de pesqulsa clentifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lel 11,794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6,899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Naclonal de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA, e fol aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Instituto de
Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janelro (CEUAJUFRR)) na reunido de 26/04/2019.

We certify that the proposal "Maintenance of laboratory colony of Dermacentor nitens tick in mini horse *, utilizing 20 Equines
(males and females), protocol number CEUA 2524181218 o 001217, under the responsibliity of Fablo Barbour Scott and team;
Raphael Comissario Melo; Gabriela Ferreira de Ofivelra; Gabriela Ferrelra de OViveira; Marisa Beatriz da Siiva Rocha: Marisa Beatriz
da Sitva Rocha; Raphael Comissidrio Melo; Marisa Beatriz da Silva Rocha; Debora Azevedo Borges: Debora Azevedo Borges; Barbara
Rauta de Avelar; Debora Azevedo Borges, Barbara Rauta de Avelar; Gabriela Ferreira de Oliveira; Gabriela Ferreira de Oliveira;
Marisa Beatriz da Silva Rocha; Marlsa Beatriz da Silva Rocha; Debora Azevedo Borges; Debora Azevedo Borges; Mavisa Beatriz da
Sliva Rocha; Debora Azevedo Borges - which Involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Councll for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural
Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRR] in the meeting of 04/26/2019

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 05/2019 a 05/2023 Area: Parasitologla Animal
Origem;  Laboratdrio de Quimioterapia Experimental em Parasitologla Veterindria da UFRR)

Espécie:  Equideos sexo. Machos e Fémeas idade: 1a8anos N 20
Linhagem: Péne Peso: 100 a 200 kg

Local do experimento: Serd realizado na drea de campo do Laboratdrio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterindria
(LQEPV) do Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de Veterindria, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
localzada no Km 07 da BR 465, Municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, As Instalacdes ficam localizadas no Anexo | do
Instituto de Veterinaria. O enderego da UFRR) é Km 7 da BR 456, Seropédica, R), CEP 23890-000.

Seropédica, 12 de dezembro de 2019

Folkio B Scat P =

Prof. Dr. Fablo Barbour Scott Carlos Alexandre Rey Matias
Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animals
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR 485 Km 7/ Campus @3 UFHR] - Sesopoaica - Rk oo Janeiro - CEP 23850.000 - ter 5% (21) 2682 3051
Hordria de atendimento: 2% & 69 das B 36 170 - eamait cosiv@uling b
CRUA N Z52¢IMI218
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ANEXO B - Certificado da Comisso de Etica no Uso dos Animais -CEUA/ UFRRJ
n°® 5859270619 — Manutengdo de coldnia laboratorial do carrapato Dermacentor nitens em

UFRRJ Comissao de Eticano CY'E

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

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Controle de Dermacentor nitens em poneis artificialmente infestados *, protocolada sob o
CEUA n® 5859270619 v ou1a0u, sob a responsabilidade de Fabio Barbour Scott e equipe; Marisa Beatriz da Silva Rocha; Debora
Azevedo Borges, Raphael Comissdrio Melo - que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animals pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa clentifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Led
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e fol aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Instituto
de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR|) na reunido de 30/08/2019.

We certify that the proposal “Dermacentor nitens control In artificially infested brazillan minl horse®, utilizing 21 Equines (males
and females), protocol number CEUA 5859270619 10 co1404), under the responsibility of Fablo Barbour Scott and team; Marisa
Beatriz da Siiva Rocha; Debora Azevedo Borges; Raphael Comissdrio Mefo - which involves the production, maintenance and/or use
of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for sclentific research purposes or
teaching - Is In accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules Issued by
the National Councll for Control of Animal Experimaentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de janeiro (CEUAJUFRR)) in the meeting of 08/30/2019

Finolidade da Proposta; Pesquisa (Académica)

Vigéncla da Proposta; de 09/2019 a 03/2020 Area: Parasitologla Animal

Origem:  Estacdo para Pesquisas Parasitoldgicas W.0 Neltz, DPAIV/UFRR)

Espécie:  Equideos sex0: Machos e Fémeas  idade: 110 anos N 21
Linhagem: pdnel brasileiro Peso, 100 a 300 ky

Local do experimento: O ensaio serd realizado nas dependéncias do Laboratdno de Quimioterapia Experimental em Parasitologia
Veterindria & na érea de campo do Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) do
Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, localizada no
Km 07 da BR 465, Municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro. As instalacdes ficam localizadas no Anexo | do Instituto de
Veternaria O endereco da UFRR| é Km 7 da BR 456, Seropédica, R), CEP 23890-000.

Seropédica, 12 de dezembro de 2019

Folio B Scott

—
Prof. Dr. Fable Barbour Scott Carlos Alexandre Rey Matias
Coordenador da Comissho de Etica no Uso de Animals Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterinria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR 485 Km 7 ) Campus 23 UFRR] - Sesppaica - Rio oe Janeiro - CEF: 23890000 -t 35 [21) 2682.301
Hoedrio de atendimento: 2% & 67 das 6 58 170 eamait cosan uiin) br
CEUA W S92 70015
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