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ATIVIDADE ECTOPARASITICIDA DE UMA NOVA FORMULACAO
(BENZOILFENILUREIA + ORGANOFOSFORADO) EM BOVINOS

ECTOPARASITICIDE ACTIVITY OF A NEW FORMULATION (BENZOYLPHENYLUREA +
ORGANOPHOSPHORADE) IN CATTLE

I. HARDT?; L. V. C. GOMES?; D. P. MELO?; C. BUZZULINI?; G. FELIPPELLI?;
M. A. F. ZUANAZES?; S. B. TOMA3; V. E. SOARES#*; A. J. COSTAY

RESUMO

Os ectoparasitos Rhipicephalus microplus, Dermatobia hominis e Haematobia hominis constituem grande entrave a pro-
dutividade pecuéria, fator agravado, sobretudo, pela aquisicdo de resisténcia medicamentosa a muitos principios ativos.
Com o objetivo de minimizar esse fenémeno, foram conduzidos quatro estudos clinicos com uma inédita formulacéo
(benzoilfeniluréia + organofosforado). Para avaliacdo da atividade anti-ixodidica foram realizados ensaios com bovinos
naturalmente e experimentalmente infestados. No primeiro, o indice de eficacia carrapaticida foi superior a 90% do 7° ao
28° DPT (Dias pés-tratamento). No “Stall test” (infesta¢des artificiais), indice maximo de eficacia (100%) foi alcangado
do 20° a0 47° DPT. A atividade mosquicida da nova formulacdo contra Haematobia irritans (infestacdo natural) manteve-
se superior a 90% do 1° ao 14° DPT. Sobre larvas de Dermatobia hominis, observou-se efetividade superior a 90% do 7°
ao 21° DPT. Pelos resultados obtidos nos quatro estudos realizados, pode-se recomendar a inédita formulag&o, na dose e
via empregadas, no tratamento e controle de parasitos externos de bovinos.

PALAVRAS-CHAVE: Rhipicephalus microplus. Dermatobia hominis. Haematobia irritans. Fluazuron + Fenthion.

SUMMARY

The ectoparasites Rhipicephalus microplus, Dermatobia hominis, and Haematobia hominis are a major obstacle to live-
stock productivity, a factor that is aggravated above all by the acquisition of drug resistance to many active ingredients.
With the aim of minimizing this phenomenon, four clinical studies were conducted with a new formulation (benzo-
ylphenylurea + organophosphate). In order to assess the anti-ixodid activity, trials were carried out on naturally and ex-
perimentally infested cattle. In the former, the carrapaticidal efficacy index was over 90% from the 7° to the 28° DPT
(Days post-treatment). In the "Stall test" (artificial infestations), the maximum efficacy rate (100%) was achieved from
the 20° to the 47° DPT. The mosquicidal activity of the new formulation against Haematobia irritans (natural infestation)
remained above 90% from the 1° to the 14° DPT. It was more than 90% effective against Dermatobia hominis larvae from
the 7° to the 21° DPT. Based on the results obtained in the four studies carried out, the unprecedented formulation can be
recommended, in the dose and route prescribed, for the treatment and control of external parasites in cattle.

KEY-WORDS: Rhipicephalus microplus. Dermatobia hominis. Haematobia irritans. Fluazuron + Fenthion.
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INTRODUCAO

A capacidade de insetos e outros artrépodes de
resistir aos efeitos letais dos farmacos apds a exposicao
continua foi reconhecida ha quase um século e nas Gltimas
décadas, tem sido 0 maior problema técnico dos programas
de controle da agricultura, pecuaria e salde publica. O
aparecimento da tolerdncia ao principio ativo surge
cronologicamente ao seu uso (Lopes et al., 2017).
Estratégias para combater a constante aquisicdo de
resisténcia dos ectoparasitos aos farmacos incluem: selecéo
apropriada de inseticidas, reducdo do ndmero de
tratamentos, 0 uso de rotacdo de praguicidas, novas
moléculas ou a associacdo de moléculas que ja existem
(Blagburn & Lindsay, 2010). Essas medidas asseguram
uma menor exposicdo do farmaco ao agente e desta forma
diminuem a possibilidade de ganho de resisténcia ao
composto. A descoberta de novos principios tem sido
bastante encorajada, porém, é importante tomar todas as
diligéncias necessérias para preservar a vida util dos
agentes antiparasitarios (Kunz & Kemp, 1994).

Em 2014, um levantamento econdmico estimou
que o0s parasitos geravam um déficit de 13,96 bilhdes de
dolares anuais para o Brasil. Esses gastos consideram a
populacdo de gado da época (212.797.824 cabegas), 0s
principais ectoparasitos do pais (Rhipicephalus microplus,
Haematobia irritans, Dermatobia hominis, Cochliomyia
hominivorax e Stomoxys calcitrans) e os endoparasitos.
Também sdo discriminados gastos com diminuigdo da
producdo, tratamento, medidas de controle e pesquisa de
novas moléculas. Entretanto, ndo estdo inclusos os gastos
referentes aos surtos, as doencas em que estes animais
atuam como vetores, outras enfermidades nas quais eles
facilitam a entrada, nem aqueles referentes a sadde publica
(Grisi et al., 2014).

A magnitude desses fatores deixa bem
evidenciado o quanto sd30 necessarias precaucdes
constantes sobre tal situagdo no Brasil. R. microplus ocupa
a segunda posigdo em termos de gastos, perdendo apenas
para a soma de todos os endoparasitas do pais (Grisi et al.,
2014). A infestacdo de carrapatos nos bovinos pode gerar
perdas de 90 litros de leite por animal em cada lactacdo
(Rodrigues e Leite, 2013) e o bovino pode emagrecer, em
média, 1,18mg a 1,37mg por carrapato parasitado (Jonson,
2006). Esses fatos levaram a estimativa de que se gasta por
ano 3.236.35 hilhdes de délares apenas com o R. microplus
(Grisi et al., 2014).

Os outros ectoparasitos mais importantes para a
pecudria, H. irritans (“mosca-dos-chifres”) e D. hominis
(berne), também ocasionam prejuizos significativos. A
estimativa de perda anual relacionada a infestacdo por
“mosca-dos-chifres” estd em torno de 2.558,32 bilhdes de
dolares anuais e a média de perda de peso por animal
infestado é de 3kg nos adultos e 2kg nos jovens (Grisi et
al., 2014). No que se refere ao berne, cada larva infestante
tem a capacidade de diminuir 40,69 do ganho de peso
(Magalhdes & Lesskiu, 1982) e estima-se um gasto anual
de 383,48 milhdes de dolares (Grisi et al., 2014).

A quimioterapia, no presente, constitui-se, ainda,
a forma mais efetiva de se combater ectoparasitos

**Vaxxinova

(Sakamoto et al., 2013). Existem diversos grupos
heterogéneos de agentes classificados com base em sua
quimica ou mecanismo de acdo (Blagburn & Lindsay,
2010). Mesmo com uma grande quantidade de moléculas
disponiveis, 0 uso indiscriminado levou a selecdo de
parasitos resistentes, encontrados em todos os rebanhos
(Lopes et al., 2017). Além disso, tais organismos possuem
caracteristicas  intrinsecas que incluem  medidas
comportamentais e fisioldgicas que geram assimilacdo
reduzida, sob o organismo alvo, com metabolizagdo do
principio ativo, por meio do aumento da atividade de
enzimas, mudanca dos canais de sodio axonais e genes
especificos ativados (Blagburn & Lindsay, et al., 2010). As
populacbes de parasitos que conseguem sobreviver a
exposicdo de um principio ativo terdo proles e podem
propagar resisténcia (Lopes et al., 2017).

Neste contexto, surge a necessidade de pesquisas
que busquem novas moléculas (Lopes et al., 2017). Para
iSS0, S0 necessarias pesquisas para o desenvolvimento de
farmacos seguros para a salde humana e animal e os
tratamentos utilizados ndo devem prejudicar o produto
final. A Secretaria de Defesa Animal (SDA) confeccionou
um manual técnico a ser seguido para a execucdo dos
estudos antiparasitarios. Este deu origem a Portaria 48,
publicada 12 de maio de 1997, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Brasil,
1997). Neste documento delinearam-se 0s passos e 0s
experimentos que devem ser utilizados como metodologias
para verificar a viabilidade de novos farmacos. Somados a
isso as metodologias devem seguir a Lei Arouca n®11.794
de 08 de Outubro de 2008, que prevé o manejo humanitario
e cientifico dos animais, embasado no CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal) (Brasil 2008). Deve-se acrescentar, ainda, que 0s
requerimentos técnicos para registros de novos produtos
veterinarios, em &mbito internacional, sdo normatizados
pelo Guia de Boas Préticas Clinicas Veterinarias da VICH
(International Cooperation on Harmonisation of technical
Requirements for Registration for Veterinary Medicinal
Products) (VICH, 2017). Além destas premissas, deve
haver avaliacéo e aprovacdo de uma Comissdo de ética no
Uso de Animais (CEUA).

Por conseguinte, propbe-se avaliar (quatro
estudos clinicos) uma nova formulagdo®, contendo
benzoilfenilureia (Fluazuron 2,5%) e organofosforado
(Fenthion 15%) com mecanismos de agdo diferentes,
contra importantes ectoparasitos de bovinos, no Brasil:
Rhipicephalus  microplus, Haematobia irritans e
Dermatobia hominis.

Os Organofosforados englobam um grupo de
diversas substancias quimicas com propriedades
inseticidas, acaricidas, helminticidas, herbicidas e
fungicidas (Blagbum & Lindsay, 2010). Seu mecanismo de
acdo se da pelo principio quimico ligar-se e inibir, através
de uma catalisacdo, colinesterases, principalmente a
acetilcolinesterase (Santos et al., 2010). Acetilcolinesterase
¢ uma enzima responsavel por degradar o agente
neurotransmissor: acetilcolina. Acdo necessaria para que
haja um controle nos receptores, inibindo o estimulo
inicial, e dessa forma, impedir uma hiperestimulacdo nas
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membranas pés-sinapticas (Vital & Acco, 2006). A ligagao
do organofosforado a acetilcolinesterase resulta em um
excesso deste composto, que produz exaustdo ou tetania no
sitio de acdo levando a letalidade de organismos alvo
(Fukuto, 1990). E um potente inseticida liberado via pour
on ou por etiquetas auriculares (EPA, 2001). De acordo
com sua estrutura quimica podem ser subdivididos em
fosforados, tiofosforados e clorofosforados, absorvidos por
todas as vias possiveis, mas, preferencialmente a dérmica
(Larini, 1987). Os organofosforados mais utilizados como
antiparasitarios sdo: metaminofés, dimixion, fenitrotion,
fenthion, fosfomet, triclorfon, clorfenvinfos, clorpirifos,
ethion e diazinon (Osweileir, 1998).

Enquanto a maioria dos acaricidas atua no
sistema nervoso, uma nova categoria de substancias que
agem por outra via tem emergido no mercado. Este é o
caso dos reguladores de crescimento dos artropodes
(Coop et al., 2002). Benzoilfenilureia é a molécula base
que se insere neste contexto, com mecanismo de a¢&o no
metabolismo de quitina de organismos alvo (Van Eck,
1979). Este componente ativo atua por meio da inibigdo
de enzimas especificas envolvidas no processo de ecdise
de artropodes (Kemp et al., 1990). Estudos bioquimicos
focando 0 mecanismo de acdo verificaram que a
interferéncia ndo se da diretamente sobre a quitina
(Grosscurt, 1980), mas, sim por alguma modificagdo
enzimatica, provavelmente no  transporte  de
polimerizacdo da N-acetilglicosamina para quitina,
reacao que deve ocorrer na membrana plasmatica celular
(Mitsui et al., 1984). Considera-se como mecanismo
alternativo a modificacdo de precursores de quitina.
Devido a complexidade de eventos que ocorre
antecedendo a formacdo da quitina, a acdo exata pode
encontrar-se em diversos sitios das vias metabdlicas
(Willems et al., 1986).

A quitina estd presente na cuticula dos
artrépodes (protecdo mecénica e manutencdo da
permeabilidade) (Splinder, 1990), o mesmo material é
responsavel pelo invélucro dos ovos (Taylor, 2001) e
também é encontrado na membrana periotréfica do
intestino, que atua como barreira entre a digestdo do bolo
intestinal e os constituintes internos (You et al., 2003).
Portanto, a interferéncia com o metabolismo da quitina
leva a limitacdo da metamorfose e ecdise, interrompendo
0 ciclo do parasito (Splinder, 1990), ndo havendo
formacdo de descendentes viaveis (Taylor, 2001), e o
expde a autodigestdo (You et al., 2003). Considera-se que
a letalidade dos microrganismos alvo se da por
desidratagdo, devido a alteracdo da cuticula e
consequentemente perda de hemolinfa (Bull et al., 1996).
Suas vantagens, como principio ativo, sdo que seus
componentes necessitam de baixas concentracfes, 0
efeito residual longo e potente (Henderson & Foil, 1993),
além de alta especificidade e baixa toxicidade a
mamiferos (Splinder, 1990).

Esta associagdo medicamentosa avaliada é uma
escolha de praticidade, que possibilita o tratamento
concomitante contra insetos e acaros, haja vista que os
ectoparasitos nos bovinos a campo podem ocorrer
frequentemente de forma simultanea (Costa et al., 2014).
Para tal, foram realizados quatro estudos clinicos, de
acordo com as normas e leis vigentes supracitadas.

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos quatro estudo clinicos,
objetivando determinar os indices de eficacias terapéutica
e residual contra Rhipicephalus microplus (infestacGes
naturais e experimentais — | e Il), Haematobia irritans
(infestacdo natural - I1l) e por larvas de Dermatobia
hominis (1V).

Faz-se necessario ressaltar que anteriormente a
execucdo destes estudos foram realizados ensaios para
avaliar a estabilidade das moléculas, a seguranca clinica e
inocuidade para bovinos frente a nova formulagio. Todos
0s resultados obtidos foram compativeis com o
prosseguimento dos estudos aqui realizados. A formulagéo
(benzoilfenilurea associada a organofosforado) foi
fabricada e fornecida pelo Biovet/Vaxxinova®, sendo
administrada, via tdpica (pour on), na regido dorso-lombar,
na dose Unica de 1 mL/10kg de peso corporal.

Todos os estudos propostos seguiram os padrdes
estabelecidos pelas diretrizes, normas e regulamentos que
regem a liberagéo de antiparasitarios no pais, incluindo as
questdes éticas no uso de animais em pesquisas - CEUA da
FCAV (Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias) da
UNESP (Universidade Estadual Paulista — Campus Jalio
Mesquita Filho) de Jaboticabal, S&o Paulo. Os nimeros dos
protocolos da CEUA - FCAV/UNESP séo os seguintes:
estudo | (n° 1857/16), estudo Il (n°1856/16), estudo IlI
(n°1862/16) e estudo 1V (n° 1858/16).

Foram selecionados 88 bovinos mesticos
(zebuinos x taurinos) isentos de tratamentos acaricidas e
endectocidas nos Gltimos 120 dias e vacinados contra
importantes  enfermidades  (raiva, febre aftosa,
clostridioses). Os estudos sobre eficacia em animais
naturalmente e artificialmente infestados tiveram critérios
especificos detalhados a seguir em cada item.

Os bovinos que se adequaram aos critérios foram
realocados em baias ou piquetes, permanecendo em
observacdo e adaptacdo por um periodo minimo de duas
semanas, antes de iniciarem as pesquisas. Os bovinos
foram pesados para o calculo preciso dos volumes a serem
administrados inclusive no grupo controle. Nos estudos
que avaliaram a eficécia da formulacdo em condigBes
naturais de infestac8o pelos ectoparasitos, durante todo o
periodo experimental, os bovinos foram mantidos em
piquetes separados formados com a forrageira cultivada na
propriedade. Agua e sal mineral foram fornecidos ad
libitum. Apdés o término dos estudos, 0s animais
permaneceram na propriedade de origem em observacdo
por mais 180 dias

Estudo I: Eficacia carrapaticida em bovinos
naturalmente infestados por Rhipicephalus microplus

Este estudo clinico foi realizado na Fazenda 2P,
localizada no municipio de Séo Carlos, estado de S&o
Paulo, Brasil. Foram utilizados 20 bovinos machos,
mesticos (zebuinos x taurinos), com idade entre 18 e 36
meses. Para iniciar o estudo, os bovinos apresentavam
infestacdo natural de no minimo 20 parterndginas, no lado
esquerdo.

Contagens de paternéginas, entre 4,5 a 8,0mm,
presentes no lado esquerdo de cada bovino, foram
realizados nos dias -3, -2 e -1. Estas avalia¢des constituiram
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parametro para randomizacdo dos grupos experimentais
(10 bovinos cada): um tratado com a nova formulacdo
(benzoilfenilurea + organofosforado) e o outro com veiculo
da formulacéo (controle).

No dia experimental zero (DQ), os bovinos
receberam, individualmente, as respectivas formulacdes
destinadas aos dois grupos. Em seguida, 0s animais foram
observados durante 60 minutos para deteccao de eventuais
alteracdes clinicas decorrentes da aplicacdo.

No 3°, 7° e semanalmente, ap6s 0s tratamentos,
foram quantificadas todas as parternoginas (4,5 mm e 8,0
mm), até o final do estudo (D+49). Estas quantificages
foram utilizadas para calcular os percentuais de eficacias
terapéutica e residual da nova formulagdo. Para isto,
utilizou-se a formula preconizada pelo MAPA, Secretaria
de Defesa Agropecuaria (SDA), Portaria n.° 48,
12/05/1997:

[ _ TazCh }
Percentual de eficicia =1 maca 1z 100

Em que:

Ta = nimero de parterndginas contadas dos animais
tratados ap6s a medicagao;

Tb = ntmero médio de parterndginas contadas dos animais
tratados nos trés primeiros dias anteriores ao tratamento;
Ca = numero de parterndginas contadas dos animais
controle no periodo ap6s inicio do experimento;

Cb =nlmero médio de parterndginas contadas dos animais
controle nos trés dias anteriores ao tratamento.

Estudo Il: Eficacia contra Rhipicephalus microplus
(Stall test)

Todas as etapas do estudo foram realizadas na
Fazenda Bananal, pertencente ao IPESA — Instituto de
Pesquisas em Sanidade Animal, localizada no distrito
Segredo, Formiga, MG, onde havia animais disponiveis
(critérios clinicos) e infraestrutura necessaria para
implantar o estudo.

Foram utilizados 12 bovinos mesti¢os, machos,
entre oito e 10 meses de idade, que se enquadravam nos
critérios de selecdo. Os animais selecionados foram
encaminhados as baias especificas, onde havia uma
elevacdo do piso, e uma &rea de escoamento com uma
peneira capaz de reter teledginas, quando o recinto fosse
lavado.

Os bovinos experimentais ficaram cinco semanas
em adaptacdo e aclimatag8o antes de iniciar o experimento.
Na primeira semana, foram desverminados, via
subcutanea, com fosfato de levamisol, 1 mL/40kg de peso
corporal. Antes das infesta¢des foram lavados com sabdo
neutro. Apds 24 horas, os bovinos foram infestados,
repetitivamente, trés vezes por semana, com 5000 larvas
(0,25g) de Rhipicephalus microplus, entre 14 e 28 dias de
vida, até um dia antes do tratamento (D-1). Posteriormente,
as infestacBes ocorreram duas vezes por semana. A cepa
utilizada no experimento foi obtida de bovinos a campo e
mantidas em BOD (28°C e 90% de UR).

Nos trés dias anteriores ao tratamento, as baias
foram lavadas e as teledginas desprendidas dos animais
foram quantificadas e o resultado anotado. As contagens
também serviram como parametro para a randomizacdo em

dois grupos, sendo que um recebeu a associacdo fluazuron
2,5% e fenthion 15% e o outro o veiculo da formulagdo
(grupo controle).

Os percentuais de eficacias terapéutica e residual foram
calculados, de acordo com as quantificages de teledginas
desprendidas, diariamente, utilizando-se a formula
preconizada pelo MAPA, SDA, Portaria n.° 48 (Brasil,
1997), ou seja, a mesma utilizada no estudo com infestacéo
natural. Os indices de eficicia obtidos nas datas
experimentais pos-tratamento, possibilitaram estimar a
duracdo do efeito residual da nova formulacdo avaliada,
quanto as reinfestacdes por Rhipicephalus microplus. O
experimento encerrou-se quando a eficacia anti-ixodidica
foi inferior a 80%, em duas contagens consecutivas
(D+80).

Estudo 111: Eficacia contra Haematobia irritans

O estudo foi conduzido na Fazenda S&o
Francisco, localizada no municipio de Cajuru, Séo Paulo.
Foram utilizados 30 bovinos mesticos (zebuinos x
taurinos), com idade inicial de 18 a 24 meses, machos e
fémeas. Como critério para inclusao no estudo de eficacia
contra Haematobia irritans o ndmero de moscas, por
bovino, foi de 50 em toda superficie corpérea, média de
duas contagens consecutivas (Brasil, 1997). Contagens de
H. irritans foram realizadas por duas pessoas, em todo o
corpo de cada bovino, por dois dias consecutivos.
Tomando por base as médias destas contagens, 0s animais
foram distribuidos em dois grupos experimentais (tratado e
controle). Apos pesagem e tratamento no dia zero, os
bovinos foram observados por 120 minutos e realocados
em piquetes separados com distancia 5km entre 0s grupos.
As contagens de H. irritans foram realizadas no 1° e 2°
DPT (dia pds-tratamento) e repetidas semanalmente até o
término, que ocorreu quando a eficécia da nova formulagao
foi inferior a 80%, em duas contagens consecutivas. Os
percentuais de eficicias terapéutica e residual foram
calculados em cada uma das datas de contagens, utilizando-
se a formula preconizada pela Portaria 48, de 12/05/1997,
de SDA, MAPA (Brasil, 1997):

—b
Percentual de eficdicia = = x 100

Em que:

a= numero médio de moscas no grupo controle (nas
respectivas datas de contagens).

b= nlmero médio de moscas no grupo tratado.

Estudo 1V: Efeito bernicida contra larvas de
Dermatobia hominis (Berne)

O experimento foi realizado na Fazenda Bananal,
municipio de Formiga, Minas Gerais. Para tanto, foram
selecionados 20 bovinos entre 18 e 24 meses, machos,
mesticos, naturalmente infestados. No que tange a
infestacdo natural por larvas de Dermatobia hominis, cada
bovino devia ter no minimo, 10 nodulos larvados em toda
a superficie corporal como critério de incluséao ao estudo.
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Na data anterior ao tratamento (D-1), foram
realizadas contagens de nédulos com larvas vivas de D.
hominis, presentes em toda a extenséo corpdrea, mediante
leve compressdo dos mesmos (inspe¢do tactil-visual),
objetivando a randomizacdo dos dois grupos, com 10
bovinos cada. No dia seguinte (D0), os tratamentos foram
realizados com os volumes calculados para cada individuo:
veiculo da formulacdo (grupo controle) e nova associacao
(grupo tratado). As contagens foram realizadas
semanalmente, até que a eficacia da nova formulagdo fosse
inferior a 80%. Das quantificacdes de bernes foram
calculadas médias aritméticas e geométricas para
determinacdo dos percentuais de eficacia terapéutica e
residual da nova associagdo medicamentosa. Para tal
célculo, utilizou-se a seguinte formula estabelecida pela
Portaria 48, 12/05/97, da SDA, MAPA (Brasil, 1997):

Percentual de eficicia = a z 100

Em que:

a= nimero médio de larvas vivas de Dermatobia hominis
no grupo controle.

b= nimero médio de larvas vivas Dermatobia hominis no
grupo tratado.

Anélise estatistica

O delineamento de cada estudo foi em parcela
subdividida no tempo (“Split Plot in Time”), considerando-
se como parcela principal os tratamentos e como parcela
secundéria, as datas de observacdo (Banzatto & Kronka,
1989).

Os dados foram analisados utilizando-se a
metodologia proposta por Little & Hills (1978), ou seja,
transformados em logio (x+1). As andlises foram realizadas
aplicando-se o teste F e as médias comparadas pelo teste
estatistico adequado (SAS, 1996), adotando o nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS

Durante os estudos ndo foram observadas
anormalidades clinicas decorrentes da administracdo da
nova associagdo”, incluindo intoxicacdo sistémica ou
qualquer outro evento adverso. Nenhum animal necessitou
de tratamento concomitante ou foi retirado do estudo antes
de sua finalizagéo ou veio a 6bito.

Os resultados referentes as contagens de fémeas
de Rhipicephalus microplus, entre 45 mm a 8,0 mm de
comprimento (parternéginas), localizadas no lado esquerdo
dos bovinos naturalmente infestados, incluindo a analise
estatistica, estao inseridos na Tabela 1 (médias aritméticas,
geométricas e percentuais de eficacia). Os indices da
eficacia anti-ixodidica da formulagdo avaliada* no 7° DPT
foram de 93,49% e 93,45%; no 14° DPT de 98,69% e
98,75%, no 21° DPT de 96,99% e 97,63%, no 28° DPT de
93,23% e 93,55%; no 35° DPT de 87,18% e 88,07%; no
42° DPT de 81,23% e 81,64% (médias aritméticas e
geomeétricas, respectivamente). No 49° DPT o indice foi
inferior a 80%, razdo pela qual o estudo foi encerrado.

As contagens de carrapatos do grupo controle
foram estatisticamente (P<0,05) superiores as do grupo
medicado com a associagdo”, o que possibilita afirmar que
a formulacdo inédita foi eficaz contra o Rhipicephalus
microplus (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados das comparagdes multiplas do nimero de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, entre
4,5 e 8,0 mm de comprimento, presentes no lado esquerdo de bovinos, naturalmente infestados, pertencentes aos grupos
controle e tratado om benzoilfenilureia + organofosforado. Médias aritméticas e geométricas; percentuais de eficacia. Sdo

Carlos — SP, 2017.

Dias pos-tratamento Gl Gll Eficacia
(Controle) (Tratado)
Méd. Méd. Geom. Méd. Aritm. Méd. M.A. M.G.
Aritm. Geom.

0 33,07 31,04 Aa 33,53 30,35 Aa
7 28,80 2581 Aa 1,90 1,65 Bc 93,49 93,45
14 22,60 18,87 Aa 0,30 0,23 Be 98,69 98,75
21 22,90 2042 Aa 0,70 0,47 Bde 96,99 97,63
28 23,30 19,96 Aa 1,60 1,26 Bcd 93,23 93,55
35 22,30 18,56  Aa 2,90 2,16 Bc 87,18 88,07
42 28,90 2416 Aa 5,50 4,33 Bb 81,23 81,64
49 27,10 2264 Aa 7,40 5,59 Bb 73,07 74,75

M.G.: Médias geométricas=antilog[1/n & log(x+1)]-1 M.A.: Médias aritméticas. Zero = média das contagens nos dias -3, -2 e —1.
1: Valores seguidos pela mesma letra, maiuscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t (p=0,05).

2: Valor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental

3: Probabilidade de Significancia para o valor de F

4: Valor de F para o desdobramento de Periodo Experimental dentro de Grupo.

Quantificacbes de fémeas de R. microplus
desprendidas, diariamente, dos bovinos
experimentalmente infestados estéo expressos na Tabela 2
(médias aritméticas e geométricas), assim como a
avaliagdo estatistica. As datas observacionais foram
agrupadas a cada trés dias para facilitar a interpretacdo dos

**Vaxxinova

resultados. Os percentuais de eficécia terapéutica e de
persisténcia de eficacia da nova formulacdo avaliada*,
calculados seguindo a metodologia preconizada pela
Portaria n® 48, de 12/05/97, de SDA, MAPA (Brasil, 1997),
estdo ilustrados na Figura 1 (médias aritméticas e
geométricas).
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Tabela 2 - Resultados das comparagSes multiplas do nimero de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
desprendidas de bovinos, experimentalmente infestados, pertencentes aos grupos Controle (GI), tratado com
benzoilfenilureia + organofosforado (GlII) e tratado com Fluazuron 2,5 % (GIII). Médias aritméticas e geométricas.
Formiga - MG, 2017.

Dia pds- Gl Gll Glll
tratamento (Controle) (Tratado) (Flua. 2,5%)
Méd. Méd. Méd. Méd. Méd. Méd.
Aritm. Geom Aritm. Geom. Aritm. Geom.
0 35,89 32,36 Aa 36,06 33,23 Aab 35,89 34,45 Aa
1 35,83 33,95 Aa 41,17 36,94 Aa 25,50 24,63 Aa
4 37,50 35,28 Aa 47,83 44,41 Aab 35,50 35,10 Aa
7 29,83 27,73 Aa 33,33 23,92 Abc 22,83 21,07 Ab
10 24,33 20,37 Aa 25,17 14,89 Acd 19,80 18,74 Ab
13 24,67 19,49 Aa 21,50 9,35 Ade 13,00 10,54 Ac
16 28,17 25,01 Aa 3,67 2,15 Bfg 3,40 2,52 Bdef
19 22,33 21,67 Aa 1,17 0,82 Bh 0,00 0,32 Bg
22 25,00 24,33 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
25 32,67 29,17 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
28 33,50 29,78 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
31 36,17 33,13 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
34 35,50 32,48 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
37 25,50 23,82 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
40 27,33 26,70 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
43 37,33 23,44 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
46 40,33 34,68 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
49 42,67 36,23 Aa 1,50 0,91 Bfgh 2,00 1,64 Bde
52 45,83 39,64 Aa 1,67 1,04 Bfgh 2,60 2,10 Bdef
55 36,00 32,28 Aa 1,17 0,65 Bgh 1,20 0,89 Bef
58 35,67 32,78 Aa 1,33 0,71 Bgh 1,60 1,05 Bf
61 31,50 29,79 Aa 1,33 0,70 Bgh 1,20 1,05 Bef
64 35,33 31,69 Aa 0,83 0,51 Bgh 1,00 0,89 Bf
67 36,83 33,06 Aa 0,83 0,51 Bgh 1,20 1,05 Bdef
70 35,33 31,84 Aa 1,50 0,74 Bfgh 1,40 1,22 Bdef
73 32,33 29,71 Aa 2,17 0,82 Bfgh 2,40 1,99 Bd
76 33,17 29,86 Aa 4,50 1,23 Ref 5,00 4,63 Bc
79 31,67 29,25 Aa 10,17 7,67 Bed 10,60 10,27 Bb

Zero = média das contagens nos dias -3, -2 e —1; Médias geométricas=antilog[1/n & log(x+1)]-1 M.A.: Médias aritméticas
.1: Valores seguidos pela mesma letra, maitiscula na linha e minfiscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t (p=>0,05).
2: Valor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental

3: Probabilidade de Significancia para o valor de F

4: Valor de F para o desdobramento de Periodo Experimental dentro de Grupo.
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Figura 1 - Percentuais de eficacia das comparagGes multiplas do nimero de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus desprendidas de bovinos, experimentalmente infestados, pertencentes aos grupos controle (Gl), tratado com
benzoilfenilureia + organofosforado (GlI) e tratado com Fluazuron 2,5% (GlIl). Formiga — MG, 2017.
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A associagdo* proposta (benzoilfenilurea +
organofosforado) alcangou valores de eficécia superiores a
70% do 15° ao 79° DPT. O indice maximo de eficacia
(100%) foi registrado do 20° ao 47° DPT, ou seja, ao longo
de 28 dias consecutivos pos-tratamento..

Analisando a Tabela 2, verifica-se que as
quantificacdes de teledginas desprendidas dos grupos
medicados foram estatisticamente (P<0,05) inferiores as do
grupo mantido como controle do 16° - 18° até as Ultimas
datas experimentais (79°-80° DPT).

Os resultados referentes as contagens de “mosca-
dos-chifres" (Haematobia irritans), presentes nos bovinos

de cada grupo experimental e os percentuais de eficacia
terapéutica, estdo registrados na Tabela 3. De acordo com
a referida tabela, verifica-se que a formulacdo avaliada”
alcancou eficacia mosquicida maxima de 99,96% (média
aritmética) no 1° DPT. No 3° DPT, os indices de eficacia
foram de 99,86% e 99,87%; no 7° DPT de 99,85% e
99,83%. No 14° DPT houve ligeiro declinio dos
percentuais, atingindo 9552% e 93,19% (médias
aritméticas e geométricas). No dia 21° DPT e 28° DPT, os
indices de eficacia foram inferiores a 80%, encerrando-se
estudo.

Tabela 3 - Resultados das comparagdes multiplas do nimero de Haematobia irritans presentes no corpo de bovinos,
naturalmente infestados, pertencentes aos grupos controle e tratado com benzoilfenilureia + organofosforado. Médias
aritméticas e geométricas; e percentuais de eficacia. Cajuru — SP, 2017.

Dias p6s-tratamento Gl Gll Eficacia

(Controle) (Tratado)
Méd. Méd. Geom. Méd. Aritm. Méd. M.A. M.G.

Aritm. Geom.

0 237,27 132,27  Aa 236,57 139,39  Aa

1 152,60 106,61 Aa 0,07 0,05 Be 99,96 99,96
3 140,73 101,34 Aa 0,20 0,13 Be 99,86 99,87
7 180,73 106,25 Aa 0,27 0,18 Be 99,85 99,83
14 166,80 97,27 Aa 7,47 6,62 Bd 95,52 93,19
21 168,67 96,40 Aa 35,93 28,58 Bc 78,70 70,35
28 179,93 100,24 Aa 67,20 53,32 Bb 62,65 46,81

M.G.: Médias geométricas=antilog[1/n & log(x+1)]-1 M.A.: Médias aritméticas

1: Valores seguidos pela mesma letra, maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t (p>0,05).

2: Valor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental

3: Probabilidade de Significancia para o valor de F

4: Valor de F para o desdobramento de Periodo Experimental dentro de Grupo.

A andlise estatistica efetuada (Tabela 3)
possibilita afirmar que as quantificacdes de Haematobia
irritans presentes, em cada data, no grupo controle foram
estatisticamente  (P<0,05) superiores as do grupo
medicado, durante todo o periodo experimental.

As contagens de nédulos contendo larvas vivas de
Dermatobia hominis, localizados em todo corpo dos

bovinos experimentais (médias aritméticas e geométricas),
incluindo os percentuais de eficécia terapéutica e a analise
estatistica estdo registrados na Tabela 4. Analisando a
Tabela 4 verifica-se que os ndmeros de larvas de
Dermatobia hominis no grupo controle foram superiores
aqueles quantificados nos animais tratados, ao longo de
todo o estudo.

Tabela 4 - Resultados das comparag¢fes multiplas do nimero de Dermatobia hominis presentes no corpo de bovinos,
naturalmente infestados, pertencentes aos grupos controle e tratado com benzoilfenilureia + organofosforado. Médias
aritméticas e geométricas; e percentuais de eficacia. Formiga — MG, 2017.

Dias pos-tratamento Gl Gll Eficacia
(Controle) (Tratado)
Méd. Méd. Geom. Méd. Aritm. Méd. M.A. M.G.
Aritm. Geom.

-1 24,00 22,26 Aa 24,20 21,94 Aa
7 28,40 26,32 Aa 2,10 1,51 Bcd 92,61 94,25
14 29,40 2793 Aa 1,60 1,17 Bd 94,56 95,81
21 29,80 28,34 Aa 1,90 1,45 Bcd 93,62 94,89
28 33,10 31,60 Aa 4,30 2,54 Bcd 87,01 91,96
35 32,40 30,52 Aa 5,90 3,50 Bcd 81,79 88,52
42 34,30 3250 Aa 9,80 6,43 Bb 71,43 80,23

M.G.: Médias geométricas=antilog[1/n & log(x+1)]-1 M.A.: Médias aritméticas
1: Valores seguidos pela mesma letra, maitiscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t (p=>0,05).
2: Valor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental
3: Probabilidade de Significancia para o valor de F
4: Valor de F para o desdobramento de Periodo Experimental dentro de Grupo.
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Os percentuais de eficacia revelam que a nova
associacdo* alcangou indices maximos de eficacia de
94,56% e 95,81% no 14° DPT (médias aritméticas e
geométricas, respectivamente). Os indices no 7° DPT
foram de 92,61% e 94,25%; no 21° de 93,62% e 94,89%;
no 28° de 87,01% e 91,96% e no 35° de 81,79% e 88,52%
(médias aritméticas e geométricas, respectivamente). No
42° DPT, o indice de eficacia bernicida foi inferior a 80%
(médias aritméticas), possibilitando o encerramento do
estudo.

DISCUSSAO

Todos 0s bovinos experimentais foram mantidos
em boas condigOes gerais de salde, ndo sendo observados
eventos adversos e ndo houve necessidade de tratamento
concomitante ao longo de cada um dos quatro estudos
conduzidos. Adicionalmente, ndo foram observadas
reacdes dermatoldgicas no local da aplicacdo do farmaco
avaliado, em nenhum dos bovinos experimentais,
decorridos até 180 dias pds-experimento, periodo no qual
0s bovinos foram mantidos em monitorac&o.

A Portaria 48 (Brasil, 1997), que rege as
metodologias para estudos com antiparasitarios, preconiza
que, para ser considerado um farmaco eficaz como
carrapaticida, em teste a campo, deve apresentar indices
médios no 7° e 14° DPT de >95%. No estudo I (Tabela 1),
os percentuais médios de eficacia foram de 96,09% e
96,10%  (médias  aritméticas e  geomeétricas,
respectivamente).

A atividade bernicida deve ser no minimo de 90%
no 7° DPT. No estudo 1V, a referida associacdo” alcangou
92,61% e 94,25% de eficacia. Posto isto, verifica-se que ela
atendeu as exigéncias do MAPA (Brasil, 1997). Faz-se
necessario considerar que ndo ha exigéncia especifica para
mosquicidas (Brasil, 1997), mesmo assim, a nhova
associagdo medicamentosa atingiu valores significativos de
eficacia.

No experimento 11, em que se utilizou infestacdo
artificial com o R. microplus, a formulag&o avaliada* néo
atenderia a exigéncia minima de eficacia (95%, média nos
primeiros 23 DPT) (Brasil, 1997). As médias da
formulagdo fluazuron 2,5% + fenthion 15% foram de
39,04% e 50,13% (médias aritméticas e geomeétricas,
respectivamente). Devido a&s particularidades de
metabolizacdo de Fluazuron, sua eficicia é considerada
mais lenta (Maciel et al., 2016). Tal composto (inibidores
do crescimento) necessita que 0s &caros entrem na fase de
ecdise para manifestarem os primeiros indicios de eficacia
(Holdsworth et al., 2006). Portanto, a exigéncia do MAPA
(Brasil, 1997) ndo pode ser aplicada aos principios ativos
que pertencem ao grupo Benzoilfenilureia.

O fluazuron interrompe o ciclo de vida do
carrapato, em diferentes estadios, interferindo na formagéo
da quitina: impossibilitam a ecdise para 0 proximo instar;
inibe o desenvolvimento total dos ovos, ou originam larvas
recém-eclodidas invidveis, durante aproximadamente duas
semanas (Graf, 1993).

O fluido de ecdise contém proteases e quitinases
que digerem a endocuticula velha cujos componentes s&o
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reciclados. A formacdo da nova cuticula comega apos o
espaco de ecdise se abrir como resultado da secrecéo das
proteinas da cuticula e fibras de quitina pelas membranas
apicais das células epidermais. Ha formacdo de uma nova
cuticula quitinosa ndo esclerotizada, a procuticula e da
epicuticula externa. Esta fecha a epiderme e a protege
contras enzimas disgestivas do fluido de muda. Finalmente,
ocorre a ecdise, saida da cuticula antiga. No final da ecdise
ou imediatamente apds este processo, 0 inseto expande a
nova cuticula antes de seu enrijecimento por esclerotizacéo
(Chapman, 1982; Merzendorfer & Zimoch, 2003). Dessa
forma o crescimento e o desenvolvimento sdo totalmente
dependentes da capacidade dos artropodes de remodelar
estruturas quitinosas. Eles sintetizam e degradam a quitina
de forma altamente controlada para permitir ndo somente a
ecdise, mas também a regeneragdo da membrana
peritr6fica presente no epitélio do intestino médio e
importante para o processo de digestdo de alimentos e
protecéo contra patdgenos (Merzendorfer; Zimoch, 2003).

De acordo com Graf (1993), os benzoilfenilureias
também apresentam um efeito transovariano, pois fémeas
de insetos adultos produzem ovos cujo processo de
desenvolvimento é normal, mas a larva fica incapacitada de
eclodir. Isso porque, qualquer interferéncia na agdo dos
hormonios envolvidos nos processos de muda e
desenvolvimento, seja por fontes exégenas de hormdnios
ou de seus analogos sintéticos, poderia resultar na
interrupcdo  ou até mesmo, anormalidade no
desenvolvimento e reprodugdo de insetos (Hoffmann;
Lorenz, 1998). Portanto, sdo necessarias diversas etapas
para acdo de inibicdo de crescimento e descendentes
vidveis. Tal fato confirma que o fluazuron requer mais
tempo para reduzir as populagbes de parasitos, quando
comparados aos parasiticidas convencionais. Este grupo
quimico n3o apresenta efeito “knockdown” sobre R.
microplus, mas, atua de forma lenta e gradual, interferindo
no seu crescimento e desenvolvimento. Por isso, €
recomendado que sejam utilizados em combinagdo com
adulticidas para alcangar o efeito “knockdown” imediato
(Graf et al., 2004), como no caso da nova formulagéo™ que
contém fenthion 15%.

Farmacos com mecanismos de acdo mais lentos
devem conter em seu rotulo, a indicagdo do tempo
requerido para o efeito carrapaticida, neste caso, de acordo
com critérios gerados em pesquisas cientificas
(Holdsworth et al., 2006). Seguindo esta sugestdo,
estabeleceu-se que os Benzoilfenilureias devem alcancar
eficdcia acaricida a partir do 14°DPT (Cruz et al., 2014;
Gomes et al., 2015; Maciel et al., 2016). Do 15° DPT ao
78° DPT, a referida associacdo alcancou percentuais de
eficacia superiores a 80% (Tabela 2, Figura 1) o que
possibilita inferir que a nova formulac&o € eficaz contra o
R. microplus (Maciel et al., 2016).

O amplo espectro de acéo dos organofosforados e
dos benzoilfenilureias inclui eficacia contra uma ampla
variedade de insetos da ordem Diptera, entre outras
(Fukuto, 1990; Kunz & Kemp, 1994; Blagburn & Lindsay,
2010).

A resisténcia do Rhipicephalus microplus a
ectoparasiticidas & largamente estudada em bovinos
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brasileiros (Raynal et al., 2020; Vilela et al., 2020; Valsoni
et al.,, 2021; Santos et al., 2022; Ferreira et al., 2022).
Apesar de relatos de ixodideos resistentes a acaricidas em
todas as categorias de farmacos, considera-se que o
fluazuron € infrequente e aparentemente em estagio inicial
(Valsoni et al., 2021), sendo em algumas regides, como no
semiarido, seu uso recomendado (Vilela et al., 2020). Ja os
organofosforado, atualmente, tem oscilagBes dentro de
fazendas em consequéncia do seu histérico de uso,
agravado por tratamentos inadequados (Lovis et al., 2013),
porém, os relatos atuais ndo atribuem resisténcia
diretamente ao fenthion (Santos et al., 2022).

Embora de menor impacto, a resisténcia de outros
artrépodes, como D. hominis (Neves et al., 2015) e H.
irritans (Temeyer et al., 2008), frente aos farmacos
ectoparasiticidas, também ¢é de suma importancia na
pecuaria. Embora existam crescentes casos de resisténcia a
principios ativos mosquicidas, pode-se considerar que o
uso de organofosforados, ainda, alcanga bons indices de
eficacia. HA uma preocupacéo com resisténcia cruzada por
piretroides (Guglielmoni et al., 2001), alguns indicios de
resisténcia ao dianizon (Temeyer et al., 2008) e, mais
recentemente, & lactonas macrociclicas. D. hominis é capaz
de infestar humanos e o crescente uso indiscriminado de
lactonas macrociclicas pode ter contribuido para 0 aumento
de resisttncia. Esse grupo, por atuar contra
endoparasitoses, tem sido bastante difundido na
bovinocultura (Conde et al., 2020). Avermectinas e
milbemicinas, atualmente, sdo relatadas em muitos casos
de resisténcia (Raynal et al., 2020; Vilela et al., 2020;
Valsoni et al., 2021; Santos et al., 2022; Ferreira et al.,
2022).

Posto isto, pode se inferir que a nova formulagéo™
(fluazuron + fenthion) alcangou bons resultados nos quatro
estudos a campo, com populagdes brasileiras de carrapatos,
moscas e bernes, realizados na regido sudeste do pais e,
utilizando-se bovinos naturalmente e experimentalmente
infestados. As recentes pesquisas com relacéo ao perfil de
resisténcia a farmacos contra Rhipicephallus (Boophilus)
microplus, Haematobia irritans e larvas de Dermatobia
hominis, em bovinos de rebanhos brasileiros, sugerem que
a nova formulagdo podera ser uma viavel alternativa. A
associagdo™ (Fluazuron 2,5% + Fenthion 15%), utilizada
nos quatro estudos clinicos, foi desenvolvida e esta sendo
recentemente comercializada pela Vaxxinova.

Os resultados alcancados nos quatro estudos
clinicos conduzidos possibilitam inferir que a inédita
associacdo, Fluazuron 2,5% + Fenthion 15%° foi eficaz
contra importantes ectoparasitos de bovinos no Brasil
(carrapatos, bernes e ‘“mosca-dos-chifres”) possuindo,
assim, promissoras perspectivas de sucesso no tratamento
e controle de tais ectoparasitoses.
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