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Resumo

A leishmaniose visceral canina, zoonose de gramg@rtancia em paises como América do
Sul, Europa e Asia, € uma doenca veterinaria oflaspelo fato de cies serem os principais
reservatorios urbanos. As tentativas de controteds@cionadas para a reducdo do risco de
infeccdo humana e nao visando a protecao individoatdo de uma doenca invariavelmente
fatal. O exterminio de caes, além de eticamentitével, ndo produziu reducdo da incidéncia
da doenca em humanos por diversos motivos, delesefahas no diagndstico, exterminio e
reposicdo de animais por outros susceptiveis. Utoduoévidvel para a protecdo dos cées é a
utilizacdo de produtos com efeitos repelentes eitidas. Dentre as opg¢des estdo a permetrina
65% pour one a coleira impregnada com deltametrina 4%, amlretrgides sintéticos que
atuam em fleb6tomos como Latzomyia longipalpis principal vetor no Brasil. Visando
verificar a eficacia desses produtos em proporciangrotecdo individual de cées através de
dois principais efeitos, o de repeléncia e o ingkj a permetrina 65% e a coleira impregnada
com deltametrina 4% foram avaliadas através da sig@o@ de cdes que as utilizavam a
fleb6tomos obtidos de uma colénia fechada, postednte classificados em vivos ou mortos e
em machos, fémeas ingurgitadas e ndo ingurgitddlacebeu-se, comparando a permetrina
65% a coleira impregnada com deltametrina 4%, gefeito inseticida foi melhor no grupo que
utilizada a coleira impregnada (2%) e ndo a pein®e{l%). O inverso foi observado no efeito
repeléncia, quando a permetrina demonstrou meéisaitado (40%) que a coleira impregnada
com deltametrina 4% (33%), com diferenca estatis@uando comparados os grupos banhados
guinzenalmente com o grupo néo banhado, aos 21lal&dsito inseticida foi mais significativo
no grupo ndo banhado (9%) em comparacdo ao grugtatla (7%). Ja aos 60 dias, o0 grupo
submetido a banhos apresentou melhores resultado®lacdo ao sem banho (51% e 2%,
respectivamente). Nos demais momentos ndo forarenamas diferencas significativas. Ja
para o efeito repeléncia, foi percebida diferergtatisticamente significativa apenas aos 7 dias
e aos 21 dias, quando o grupo com banho apreseméthores resultados (49% e 56%,
respectivamente). Quanto a capacidade da colepeegnada com deltametrina em causar a
morte de fémeas ingurgitadas, aos 7 e 21 dias,upogndo banhado apresentou maior
porcentagem de fémeas vivas e ingurgitadas (16% (80, 1 respectivamente).

A permetrina 65% demonstrou eficdcia crescente fe@toe inseticida, com diferenca
estatisticamente significativa entre 0 momento e a@s caes nao utilizavam o produto (3,6%)
e aos 60 dias (17,1%) e entre o momento inici®%3,e aos 90 dias (20,8%). J& para
repeléncia, ocorreu diferenca estatistica signifiaaapenas quando comparados o momento
inicial (29,1%) e apos 60 dias (37%). A associagd@ermetrina com a coleira impregnada
com deltametrina ndo apresentou aumento significatia mortalidade e repeléncia dos
fleb6tomos.

Palavras-chave: Leishmaniose, Psychodidae, prewencéntrole, doencas do céo



Abstract

Canine visceral leishmaniasis, a zoonosis of majportance in countries in South America,
Europe and Asia, is an animal disease overshadbwelde fact that dogs are the main urban
reservoirs. Attempts to control are aimed at reaythe risk of human infection rather than for
dog's protection from a invariably fatal diseaseg@ulling, as well as ethically unacceptable,
did not produce reduction in the incidence of thenan disease for several reasons, including
failures in diagnosing, culling and the replacembwntother susceptible animals. A viable
method for the protection of dogs are the prodwitis repellent and insecticide effects. Among
the options are the 65 % permethrin pour on and de¥amethrin-impregnated collar, both
synthetic pyrethroids that are able to repel adidtké maim vector in Brazil, theutzomyia
longipalpis In order to verify the effectiveness of thesedmais to provide protection to dogs
through two main effects, the repellent and insaigi , permethrin 65 % and deltamethrin-
impregnated collar were evaluated by exposing dogsted with one of them or both to
sandflies obtained a closed colony, which werer lelassified as alive or dead, and in males
and in not engorged or engorged females. It walizeglby comparing the 65% permethrin
with deltamethrin-impregnatedcollar that the ingedal effect was better in the group that used
the collar (2%) than in group treated only withmethrin (1%). The opposite was observed in
the repellency effect when permethrin showed betésults (40%) than the deltamethrin
impregnated collar (33%), with statistical diffecen Comparing the bathed group to the one
that was not bathed during the research at 21, dagsnsecticidal effect was more significant
in group that was not bathed(9 % ) compared tdottted group (7%). At 60 days, the group
undergoing baths showed better results comparedthout bath (51% and 2%, respectively) .
In other moments, no significant differences websesved. As for the repellency effect was
noticed statistically significant difference only Adays and at 21 days, when the group with
bath yielded better results (49% and 56% , resgalg)i difference. Regarding the ability of the
deltamethrin-impregnated collar in causing the ldedtengorged, at 7 and 21 days, the group
that was not bathed showed higher percentage ddlésnalive and engorged (16% and 10% ,
respectively). Permethrin 65 % demonstrated inegbafficiency in insecticidal effect, with
statistically significant difference between thmaeithat the dogs did not use the product (3,6% )
and after 60 days (17,1%) and between the initia¢ 1(3,6%) and at 90 days (20,8%). As for
repellency, there were significant statistical elifnce only between the initial moment (29,1%)
and after 60 days (37 %) compared. The combinatigermethrin.

Key-words: leishmaniasis, Psychodidae preventi@haontrol, dog diseases



1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas causadas por
parasitos membros do géndreishmania,

classe familia
Trypanosomatidae (GRAMICCIA, 2011).

Dentre as 15 espécies reconhecidas que

Kinetoplasta e

infectam seres humanos, treze possuem
natureza (GRAMICCIA E
GRADONI, 2005). Segundo a Organizacao

Mundial de Saulde, as leishmanioses sao

zoondtica

doencas tropicais negligenciadas, com
estimativa de 12 milhdes de pessoas
infectadas e de 1,5 a 2 milhdes de novas
infecgBes ao ano, além de ser endémica em
88 paises (WHO, 20009).

As infeccbes em cades sdo de grande
importancia na saude publica por serem
considerados o principal reservatorio da
leishmaniose visceral zoondtica, causada
por Leishmania infantum(MAURICIO et

al.,, 2001; REITHINGER et al., 2001;
BANETH, 2006). Completando o ciclo
epidemiolégico da doenca os vetores sdo
flebotomineos do génerdutzomyia no
Novo Mundo e Phlebotomusno Velho
Mundo (SHARMA e SINGH, 2008;
GRAMICCIA, 2011).

de

leishmaniose visceral

convencionais
(LV)

incluem o uso de inseticidas com poder

Estratégias controle

contra a

residual no entorno das casas (cipermetrina

ou deltametrina), o exterminio de cées
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positivos para anticorposLeishmania
especificos, deteccdo e tratamento de casos
humanos e educacéo da populacdo sobre a
prevencdo (GIFFONI et al., 2002; BRASIL,
2006; ANTONIOU et al., 2009). Além
disso, o Manual de Vigilancia e Controle de
Leishmaniose Visceral cita como medidas
preventivas o controle da populacéo de cées
errantes e 0 saneamento ambiental
(BRASIL, 2006). Apesar de o exterminio
compulsério de cdes soro reagentes para
LV no Brasil ocorrer desde 1963 (Decreto
n. 51.838, do Ministério da Saude do
Brasil, 14 de margo de 1963) a eficacia e
ética deste método tem sido frequentemente
questionadas (MOREIRA et al., 2004).
Formulacdes tépicas com acado residual
longa séo desejaveis para controle publico
sustentavel. Atualmente, as medidas
preventivas sdo baseadas principalmente no
uso de produtos contendo piretroides
sintéticos,
deltametrina (SOLANO-GALLEGO et al.,

2011). Dentre essas opc¢des encontra-se

como a permetrina ou a

coleiras para caes, impregnadas com
deltametrina, em uma concentracdo de
40mg/g  (KILLICK-KENDRICKet
1997) e a
(MOLINA et al., 2012)

O efeito epidemiologico de tratamentos

al.,

permetrina pour-or65%

com inseticidas tépicos em caes ir4



depender ndo apenas de uma reducdao no
namero de fleb6tomos alimentando-se nos
caes, dito efeito anti-alimentacdo ou de
repeléncia, mas também na reducdo da
sobrevivéncia daqueles que se alimentam,
denominada mortalidade, assim reduzindo
de

et

transmitir a
(DAVID al., 2001;
MOLINA et 2001; MAZLOUMI

GAVGANI al., 2002; FRANC E
BOUSHIRA, 2009). No Brasil, observou-se

gue o uso da coleira por todos os caes na

sua possibilidade
leishmaniose
al.,

et

cidade de Aragatuba (S&o Paulo) associado
as outras medidas de controle foi capaz de
reduzir a prevaléncia da doencga nos caes,
embora ndo seja possivel associar tal evento
ao uso da coleira ja que outras medidas
(exterminio de caes sororreagentes, por
exemplo) ndo foram

(CAMARGO-NEVES, 2004)

Sao escassas, na literatura, dados sobre a

interrompidas

eficacia individual da coleira impregnada

com deltametrina 4% usadas em caes nao
banhados ou naqueles banhados com
frequéncia, embora relata-se que uma
reducdo de 8% na eficiéncia da coleira
impregnada com deltametrina a cada
exposicao a xampus ou quimicos presentes

em piscinas, apesar de ser a prova d’agua

2 HIPOTESES E OBJETIVOS

2.1 Hipéteses

14

(POLONKO, Comunicacao Pessoal, 2012).
Hoje em dia a maioria das pessoas
considera seus animais como parte da
familia, portanto, querer dar a eles o melhor
€ normal. Suas necessidades baésicas
incluem ndo apenas alimento e agua fresca,
abrigo, exercicios e enriqguecimento de seu
ambiente mas também os cuidados com a
pelagem e a higiene, dentre eles o banho
(AUGUST, 2011). Em pesquisa realizada
em um municipio do Espirito Santo, 55%
dos proprietarios ddo banho em seus cées
semanalmente e pelo menos 38% realizam
banhos quinzenais (LOSS et al., 2012).
Desta forma, no presente estudo procurou-
os efeitos

se determinar repeléncia e

inseticida da coleira impregnada com

deltametrina 4% e a permetrina 65% em
caes, em trés experimentos distintos, sendo
eles: 0 uso da permetrina 65% ou da coleira
impregnada com deltametrina em cées, o
da

deltametrina 4%

uso coleira impregnada com
em cdes submetidos a
banhos quinzenais e em cées ndo banhados
por 4 meses e, por fim, os efeitos do uso da
65%

consecutivas, seguida de sua associacdo

permetrina em aplicacoes
com a coleira impregnada com deltametrina

4%.



Ocorre reducdo da efichcia da coleira
impregnada com deltametrina a 4% apos
exposi¢ao ao banho.
O wuso da coleira impregnada com

deltametrina a 4% ou da permetrina 65%

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivos Gerais

e Avaliar experimentalmente os
efeitos inseticida imediato, repeléncia e
mortalidade da coleira impregnada com
deltametrina 4% em c8es banhados
quinzenalmente e em cdes nao banhados,
por 4 meses.

e Avaliar experimentalmente o0s
efeitos inseticida e repeléncia da

solugédo de permetrina 65p@uron

2.3 Objetivo Especifico
e Avaliar alteracbes hematoldgicas

(hemécias, hematdcrito,
hemoglobina, VCM, CHCM,
leucdcitos totais, bastonetes,

neutrofilos segmentados, linfocitos,
monacitos, eosindfilos, plaquetas) e
bioguimicas (ALT, AST, FA, ureia,

15

spot onpossuem eficacia semelhante para
protecao individual do cao.

O uso conjunto de permetrina 65ot on

e da coleira impregnada com deltametrina a
4% proporciona melhor protecdo individual

do céo.

e da coleira impregnada com
deltametrina a 4%, comparando a
eficacia individual dos piretroides.

e Avaliar experimentalmente 0s o
uso simultineo de permetrina

65% e da

impregnada com deltametrina a 4%

pouron coleira

por 4 meses.
creatinina, proteinas totais,
albuminas, globulinas) causadas

pelo uso da coleira impregnada
com deltametrina a 4%, em
intervalos quinzenais por todo o

periodo do experimento.



3 DESENVOLVIMENTO

CAPITULO 1: Literatura consultada

1. Leishmaniose Visceral Canina

A leishmaniose visceral canina (LVC) é
causada por Leishmania (Leishmania)
infantume é uma zoonose potencialmente
fatal em regides da Europa, Asia e América
(BANETH et al., 2008). ALeishmaniaé
um protozodrio dixénico, pertencente a
ordem Kinetoplastida (CIAMARELLA e
CORONA, 2003), parasita obrigatorio dos
macréfagos de mamiferos (VULPIANI et
al., 2011).

O cdo doméstico é um importante
reservatorio da doenca (REITHINGERET
al., 2004; BANETH et al, 2008;
VERCOSA et al.,, 2008), transmitida por
flebétomos do génerd.utzomyia (Fig.1)
(VERCOSA et al.,, 2008).
Lutzomyia longipalpigLutz e Neiva, 1912)

A espécie

€ o0 principal vetor urbano da leishmaniose
no Brasil (SANT'ANNA et al.,, 2008;
FREITAS et al., 2012), emborala cruzi
também seja capaz de transmitir
promastigotas infectantes (FREITAS et al.,
2012).

A LVC apresenta manifestacbes clinicas
variaveis (CIAMARELLA e CORONA,
2003; FREITAS et al., 2012), sendo os
principais sinais clinicos a caquexia,
ceratoconjuntivite, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia, palidez de

membranas mucosas, dermatite esfoliativa,

16

ulceracbes, perda de peso, alopecia peri-
orbital, alopecia, epistaxe, onicogrifose,
anorexia, uveite, panoftalmite, nédulos nao
ulcerados,
(CIAMARELLA e CORONA,

Polidria e

artropatias, glomerulonefrite
2003).
émese,

polidipsia, febre,

dermatite papular, dermatite pustular,

ulceracdo muco-cutdnea ou mucosa,

desordens vasculares, desordens
neuroldgicas, miosite atréfica dos musculos
mastigatérios  também  sdo  citados
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Blavieret al. (2001) cita algumas formas

atipicas de apresentacdo clinica da LVC,
dentre elas a colite cronica, alteractes
hemostaticas e desordens dos sistemas
cardiovascular, respiratorio e musculo-

esquelético. As alteracBes laboratoriais
mais comuns encontradas em animais
infectados incluem anemia leve a moderada
leucocitose ou

nao regenerativa,

leucopenia, trombocitopatia,
trombocitopenia, hemostasia secundaria e
fibrindlise alteradas, proteindria leve a
moderada, azotemia, elevacdo de enzimas
hepaticas, hiperglobulinemia (policlonal

beta elou gamaglobulinemia),

hipoalbuminemia, relacéo
albumina/globulina reduzida (SOLANO-

GALLEGO et al., 2011).



O diagnostico laboratorial da LVC ainda é

um desafio apesar dos progressos
realizados através do desenvolvimento de
diversos métodos diretos e indiretos. Um
teste diagnostico efetivo, além de ser capaz
de confirmar a doenca em cées suspeitos e
em caes assintomaticos, deve possuir alta
especificidade, sensibilidade
reprodutibilidade (MAIA e CAMPINO,

2008). Os principais testes diagndsticos por

e

meio  direto sao a  microscopia,

histopatologia, imuno-histoquimica,
1.1 — Estratégias de controle da LVC no Brasil
Entre as estratégias convencionais de
controle da LVC estdo a aspersdo de
inseticidas com poder residual no entorno
das casa, por exemplo, deltametrina ou
de

anticorpos

cipermetrina, a eliminacdo caes

sororeagentes  para anti-
Leishmania diagnéstico e tratamento de
casos humanos e educacdo sanitaria da
populacdo a respeito da prevencdo e da
doenca. (GIFFONI et al., 2002; BRASIL,
2006; ANTONIOU et al., 2009). O Manual
de Vigilancia e Controle de Leishmaniose
Visceral também cita como medidas
preventivas o controle populacional de caes
saneamento ambiental
(BRASIL, 2006). Apesar de o exterminio

compulsério de caes soropositivos para LV

errantes e o

no Brasil ocorrer desde 1963 (Decreto n.
51.838, do Ministério da Saude do Brasil,
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cultura, xenodiagnéstico, reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), PQRal time e

isolamento do parasito em animais de
laboratorio. Entre os meios indiretos estao a
reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), o ensaio imunoenzimatico (ELISA),
de ELISA-

recombinante, de

teste aglutinacdo direta,

testes rapidos
imunocromatografia, Western blotting e
citometria de fluxo (MAIA e CAMPINO,

2008).

14 de marco de 1963) a eficacia e ética
deste método tem sido frequentemente
questionadas (MOREIRA et al., 2004). As
falhas deste método s&o diversas: uma
de

soropositivos ndo € exterminada pois o

consideravel proporcao caes

diagnéstico ndo é absolutamente sensivel
Ou por seus proprietarios ndo aceitarem; os
caes soro positivos sao identificados apenas
muito tempo apds sua infec¢do e, uma vez
que as pesquisas sao infrequentes, o
intervalo entre o diagndstico e a eutanasia é
longo, sendo de até 6 meses. Por ultimo,
proprietarios rapidamente substituem os
cées por filhotes susceptiveis a infeccao
(LACERDA, 1994). No Brasil, a portaria

1426/2008

tratamento de cdes com leishmaniose com

interministerial proibe o

produtos utilizados no tratamento de



humanos ou com produtos nado registrados
no Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento desde 2008 (MAPA, 2012).

O Conselho Federal de Minas Gerais, em
dezembro de 2013, esclareceu que o
1.2 — Importéancia da LVC

As

infantumpossuem grande importancia para

infeccbes de cdes pokeishmania

a saude publica, uma vez que os caes sao
considerados reservatorios da doenca
(REITHINGER et 2001;
COURTENAY et al., 2002; MAZLOUMI

GAVGANI et al., 2002). Além disso, o0s

al.,

2. O vetor Lutzomyia longipalpis

2.1 — Caracteristicas gerais

Os flebotomineos sdo dipteros psicodideos
e, como tais, sao insetos de pequeno porte
(2 a 3mm), apresentando o corpo com
intensa cobertura pilosa (BRAZIL e
BRAZIL, 2003). Sua cor varia entre o
amarronzado, o acinzentado ou amarelado
(RUTLEDGE e GUPTA, 2002), embora
outros autores os classifiguem como insetos
de cor variando entre a quase branca a
(KILLICK-KENDRICK,

em

quase
1999).
flebétomosapresentamsuas asas em um
formato caracteristico de “V” (CLABORN,
2010).

Apresentam dimorfismo sexual tanto na

negra

Quando repouso, oS

morfologia como no comportamento
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tratamento da LVC continua sendo proibido

e a portaria permaneceu em vigor, com

indicacdo de eutandsia em todas as
situacbes (CFMV, 2013).
cdes geralmente possuem  elevada

prevaléncia de infeccdo e infectividade,

infeccbes de longa duragéo e sdo comuns
no ambiente peridomético, no qual a maior
parte da transmissdo da leishmaniose
(LV) (QUINNEL e

COURTENAY, 2009).

visceral ocorre

alimentar, que se expressa na hematofagia
exclusiva da fémea. Morfologicamente,

macho e fémea distinguem-se em suas
probdscidas, mais curta nele. Na fémea é
longa e adaptada para picar e sugar. Além
disso, apenas a fémea apresenta uma
estrutura denominada cibario, localizada
em na regido ventral, internamente, na
cabeca. Os ultimos segmentos abdominais
também permitem a distincdo entre os
sexos: no macho, estd presente um conjunto
de

ornamentados (Fig.1) e,

apéndices bem desenvolvidos e
na fémea, os
segmentos menores e discretos dispdem-se
de modo a conferir a ela um aspecto

arredondado a sua genitalia (Fig.2)



19

(BRAZIL e BRAZIL, 2003).

Fig. 1 — Lutzomyia longipalpis— macho. Observar os apéndices bem desenvolvidos e
ornamentados (seta).

Fig. 2 —Lutzomyia longipalpis- fémea.

Os adultos, machos e fémeas, necessitam de parasitas se multiplicarem mais facilmente
carboidratos como fonte de energia para no trato digestivo dos fleb6tomos (BRAZIL
realizacdo de atividades como Voo, e BRAZIL, 2003).

acasalamento e postura, bem como para O repasto sanguineo das fémeas pode
garantir a sobrevida. Os carboidratos ocorrer 24 horas ap0s a emergéncia, porém,
também possuem um importante papel no em observacfes realizadas em laboratério,
desenvolvimento e infectividade da percebeu-se que um nUumero maior de
Leishmaniaagindo como bacteriostaticos e ~ fémeas inicia o0 repasto apos 48 horas da

servindo de fonte de energia para 0s emergéncia. Assume-se que os fleb6tomos



possuem concordancia gonotréfica, ou seja,
cada oviposicao € precedida por um repasto
sanguineo, como observado em outros
dipteros hematéfagos (BRAZIL e BRAZIL,
2003). Entretanto, existem divergéncias a
respeito do nimero de repastos sanguineos
necessarios durante um ciclo: multiplos
repastos sanguineos sao realizados entre
cada ciclo gonotrofico da espécik.
longipalpis (ELNAIEN et al.,, 1992). A
necessidade de uma segunda alimentacéo
sanguinea em fémeas gravidas poderia estar
relacionada a manutencdo do equilibrio
hidrico em virtude de fatores climaticos
(alta temperatura, baixa umidade) que
afetariam sua capacidade de realizar a
oviposigdo. Esse fenbmeno assume grande
importancia epidemiologica por ampliar o
poder de transmissdo de micro-organismos
por esses insetos (BRAZIL e BRAZIL,
2003). Em um estudo de Afonso et al.
(2011), fémeas dé.. longipalpis que se
alimentaram de mais de uma fonte foram
detectadas e entre as 17 combinacbes de
sangue encontradas, as mais frequentes

foram: cdo e ave; cao e ovinos; cdo e

2.2 — Ciclo de vida
Os

holometabolos, passando pelas fases de

flebotomineos sao insetos
ovo, quatro estadios larvarios, pupa e
adulto, com duragdo variavel de acordo

com a espécie (BRAZIL e BRAZIL, 2003).
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equino; cdo e gamba; ovino e felino e, por
fim, caprino + ovino + equino. No estudo

de Oliveira et al. (2008), a combinacao
mais encontrada foi humano + suino e os
autores relataram baixa atratividade dos
cdes aos fleb6étomos, embora todos os
domicilios possuissem caninos. A taxa de
repasto sanguineo em caes foi de 8,9%
nesse estudo.

Muito susceptiveis a desidratacdo, o0s
fleb6tomos apresentam em sua maioria
(CLABORN,

permanecendo

comportamento  noturno
2010) ou crepusculares,
durante o dia em locais protegidos de
grandes alteracdes ambientais (BRAZIL e
BRAZIL, 2003).

buracos de animais,

Procuram abrigo em
grutas, cavernas,
troncos de A&rvores, pedras e outros
habitates protegidos, incluindo habitacdes
humana (CLABORN, 2003).

geral a distancia coberta por seu voo esta

De modo

em torno de 300 metros, restringindo o
adulto as proximidades do local de seu
(CLABORN,

desenvolvimento larval

2003).

O tempo estimado entre 0 repasto
sanguineo e a oviposicdo depende da
de

Em

espécie, velocidade digestdo e

temperatura ambiente. condigcbes

laboratoriais, o periodo varia de 4 a 8 dias



(KILLICK-KENDRICK , 1999). O numer
de ovos postos por uma Unica fémea,
uma oviposi¢cdo, pode variar de 40 a
dependendo da espécie, tamanho, rej
sangineo e outros fatores (YOUN
eDUNCAN, 1994). Para a espécil.
longipalpisrelatase um nimero de 24 a
ovospor fémea, ocorrendo normalmente
quinto dia apés o repasto sangui
(SOARES e TURC(Q2003). Os ovos sé
depositados em um ambiente terre
adequado que, em geral, sdo umi
relativamente quente€LABORN, 2003) e
possuem matéria organica dispoll para
alimentacdo das larvas ao eclodir
(KILLICK-KENDRICK , 1999).
Inicialmente os ovos séo brancos ou cin
mas usualmente tornase- marrom escul
ou preto apds algumas horas da ovipos
(CLABORN, 2003).

elipsoide ou ovoide e medem 0,3 a

Possuem forn

0,5mm de comprimento. O periodo at
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eclosdo das larvas € dependente
temperatura ambiente, mas, em mé
varia de 6 a 17 diasCLABORN, 2010),
embora outros autores citem perio
diferentes: 7 a 10 dias KILLICK-

KENDRICK, 1999) e apés 10 di
(YOUNG e DUNCAN 1994).

As larvas sdo pequenas e de asf
vermiforme, brancas, e, logo apds a eclc
alimentamse das cascas dos ovos,

corpos dos adultos mortos e de ou
matérias organicas disponiveis (Fic
(BRAZIL e BRAZIL, 2003). Sao quati
estadios larvares, que varian
comprimento de 0,55mm (primeiro estéc
a 3,2mm (quarto estadio). Mov-se
apenas uma pequena distancia do loce
eclosdo (CLABORN?2010). O tempo toti
de desenvolvimento das larvas pode se
curto quando 18 dias, n pode prolongar-
se por meses durante condicGematicas
frias e secas (YOUNGRBUNCAN, 1994).

Fig. 3 —Larva de primeiro estadio (Lutzomyia longipalpigclodindo do ovo. Fonte: Leite
Williams, 1997. Acesso: [ http://www.scielo.br/paibc/v92n2/3179.pdi



Antes de se transformar em pupa, a larva
madura cessa a alimentacdo e procura um
local, geralmente mais seco que o atual,
paratornar-se pupa. A pupa adere-se a um
objeto como folha seca ou pedra (YOUNG
e DUNCAN, 1994), com auxilio da exuvia
do ultimo estadio, afixada em sua regido
caudal (RUTLEDGE e GUPTA, 2002).
Usualmente este estadio dura de 7 a 12
dias, sendoos machos primeiro a emergirem
(YOUNG e DUNCAN, 1994), embora
Killick-Kendrick (1999) relate a duragdo de
10 dias.

Ap6s 24 horas da emersdo, os machos
rotacionam sua genitaliaexterna em 180° e
tornam-se sexualmente maduros (YOUNG
e DUCAN, 1994; BRAZIL e BRAZIL,
2003) e mantém-se pouco ativos. E

praticamente desconhecida a longevidade

2.3 — Controle de flebotomineos
As da

leishmaniose restringem as opc¢des para seu

limitacbes para prevencéao
controle. Estratégias primarias incluem o
exterminio dos reservatdrios e alguma
forma de controle do vetor, incluindo

barreiras a alimentacdo dos fleb6tomos
(CLABORN, 2010).

Baseando-se em modelos matematicos, o
de

representa um modo mais

controle dos fleb6tomos através

inseticidas
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dos adultos em condi¢cdes naturais, no
entanto, observacdes obtidas em colbnias
de laboratério indicam machos e fémeas
podem sobreviver entre 20 e 30 dias
(BRAZIL e BRAZIL, 2003).

Também sdo poucas as observacdes
relativas ao acasalamento em condicdes
naturais. Em laboratério, b. longipalpis
copula com bastante frequéncia em gaiolas
ou camaras de observagéo. A corte nupcial
nesta espécie, realizada pelo macho,
consiste em movimentos circulatorios
constantes e pelo bater de asas, atraindoas
fémeas. Apos alguns segundos o macho de
pbe em sentido contrario ao dafémea e
realiza a apreensdo das extremidades
posteriores das fémeas pelos apéndices

genitais masculinos.

efetivo de reduzir a transmissédo de

infantum que o0 exterminio de cées
infectados (DYE, 1996). Em um estudo de
(2004),

efetividade da coleira impregnada com

Reithingeret al. comparando a
deltametrina ao método de exterminar os
cées infectados, os autores concluiram que

7

a efetividade da coleira € igualmente
sensivel ao percentual de cdes em uso, do

grau de protecao ofertada e da taxa de perda



do efeito inseticida. Enquanto a efetividade
de ambas as interven¢gBes reduz com o
aumento da endemicidade, o impacto da
coleira impregnada com deltametrina €
pouco afetado por mudancas na prevaléncia
de

exterminio é mais sensivel a variacdo na

cdes infectados. O impacto do
endemicidade, indicando que um programa
que extermina 50% dos cédes infectados

uma vez ao ano, seria mais eficiente que a

2.3.1 — Métodos de controle disponiveis
O controle da leishmaniose visceral tém se
apoiado na deteccéo e tratamento de casos

humanos, aspersdo de inseticida residual e
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coleira onde a prevaléncia é menor que
30% (REITHINGER et al., 2004).

A interrupcdo do ciclo através do controle
do vetor pode ser uma solucdo mais barata
e prética que o tratamento. O aumento do
conhecimento sobre alternativas
disponiveis para o controle poderia levar a
medidas preventivas sendo empreendidas
em de

(ALEXANDER e MAROLI, 2003).

mais  focos leishmaniose

remocao da fonte de infeccdo através do
exterminio dos caes infectados (GRADONI
et al., 2008).

Asperséo de inseticida residual em casas e abdgasnimais

O tratamento residual de paredes de

habitacdes humanas e de abrigos de animais

depende da disponibilidade de infra-

estrutura publica adequada, incluindo

suprimento de inseticidas, equipamento de
aspersdao e pessoal treinado. Idealmente tais

pessoas deveriam ser treinadas em

aplicacdo de inseticidas, técnicas de

monitoramento, interpretacdo de dados
amostrais, bem como técnicas de seguranca
(ALEXANDER e MAROLI, 2003). Os

inseticidas utilizados incluem produtos
como organoclorados, organofosforados

(malation), carbamatos (propoxur) e

piretroides  sintéticos (permetrina e

deltametrina). Por diversos meses o0

inseticida matara todos o0s insetos
susceptiveis que entrarem em contato com
essas superficies. Este método previne a
transmissdo de LV através da reducdo da
sobrevivéncia dos fleb6tomos (SHARMA e
SINGH, 2008). Além disso, uma vez que a
aspersdo limita-se ao ambiente intra e
peridomiciliar, os objetivos da aspersédo sédo
reduzir as taxas de picada dentro e ao redor
dos domicilios ao invés de reduzir a
populacdo de flebotomineos, portanto, sera
mais efetivo contra insetos intra-
domiciliares (QUINNEL e COURTENAY,

2009).
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Controle de flebotomineos em ambientes silvaticos

Em comunidade em que a transmissao de
Leishmaniaocorre dentro e ao redor de
casas, mas os fleb6tomos reproduzem-se e
descansam nas vegetacbes ao redor, a
aspersdo de inseticida como barreira pode
intra ou

ser alternativa a asperséo

peridomiciliar. Esta técnica envolve o

tratamento de troncos de arvores e

vegetacdo dentro de um raio pré-

determinado das habitacbes humanas. As

limitacbes incluem a dificuldade em
alcancar  cobertura  adequada com
inseticidas, resisténcia reduzida dos

compostos e perigos a espécies que nao sao
o0 alvo do controle (ALEXANDER e
MAROLLI, 2003).

Utilizagao de telas mosquiteiras tratadas com iicsgds

Avantagem da utilizagdo das telas como
de da

leishmaniose é que os préprios membros da

parte programa de controle
comunidade poderiam tratar, eles proprios,
as telas, sendo elas fabricadas localmente
ou providenciadas por autoridades
sanitérias. Apesar dos piretroides usados
para tratamento de telas mosquiteiras sejam

relativamente seguros, sua incorporacao em

programas de controle deve ainda incluir a
supervisdo ou treinamento dos usudrios
através das autoridades locais, para garantir
que a impregnacéo sejarealizada
regularmente e que o inseticida ndo esteja
sendo substituido por outros pesticidas mais
perigosos (ALEXANDER e MAROLI,

2003).

Tratamento inseticida dos locais de descanso eodhprao dos flebotomineos

Em areas abertas em que séo conhecidos os a destruicdo destes micro-habitats sado

locais de descanso e reproducdo de

fleb6tomos, o tratamento com inseticida ou

Repelentes quimicos

Em areas em que a transmissdo da
leishmaniose é extradomiciliar e é
considerada doenca ocupacional, o uso de
repelentes de insetos ou roupas para
protecdo podem ser as unicas medidas

preventivas disponiveis. O uso de roupas

formas mais focadas no controle da doenca
(ALEXANDER e MAROLLI, 2003).

protetoras pode ser impraticavel nos
tropicos ou de custo muito elevado,

enquanto os repelentes sdo relativamente
baratos, embora possam ser potencialmente
maléficos apds uso prolongado. Inseticidas

ou repelentes aplicados as roupas ao invés



da pele oferecem uma alternativa para
protecdo individual. No entanto, alguns

estudos realizados concluiram que este

Inseticidasde uso topico em cédes

Apesar de algumas espécies selvagens
possam estar envolvidas na epidemiologia
da LV, os cdes domésticos parecem ser 0
principal hospedeiro reservatorio de.
infantumao redor do mundo. Muito do foco
do controle da LV estd nestes animais nos
dias atuais. Uma alternativa potencialmente
vidvel para a protecdo dos cdes seria a
utilizacdo de uma coleira impregnada com
inseticidas, por exemplo, a deltametrina
(ALEXANDER e MAROLI, 2003),
entretanto, o alto custo das coleiras pode ser
um impedimento para paises menos
desenvolvidos (QUINNEL e
COURTENAY, 2009). Inseticidas tépicos
requerem

pouron geralmente

administracbes mensais, o0 que ¢é

2.3.2 — O papel da comunidade

Educacdo em saude para o controle da LV é
de grande importancia. Por exemplo, a

simples erradicacdo de todos os possiveis
locais de repouso e criadouros de uma
localidade pela populacdo pode resultar em
uma reducéo significativa da incidéncia da

doenca (KISHORE et al., 2006).

respeito dos

Informar a populagcdo a

principais meios de controle da LV,
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método pode ser impraticavel, apos

resultados pouco satisfatérios

(ALEXANDER e MAROLLI, 2003).

logisticamente dificil para um programa de

controle nacional (QUINNEL e
COURTENAY, 2009).

Dentre os métodos citados, a aplicacdo do
inseticida em forma despray em casas ou
abrigos de animais € provavelmente o mais
atil e mais utilizado (CLABORN, 2010).
Entretanto, programas de controle de LV
existem por mais de 50 anos, com eficicia
As

operacionais e tedricas no controle atual

limitada e variavel. limitagbes
baseado no exterminio de cées e asperséo
de inseticidas nos domicilios, causando o
questionamento a de
efetividade (QUINNEL e COURTENAY,

2009).

respeito sua

incluindo os meios de protecdo individual,
deveriam ser atividades realizadas por

agentes de salude adequadamente treinados.
Entre as medidas de protecédo individual,

citam-se 0 uso de redes que impecam a
passagem do fleb6tomo, telas para portas e
janelas, evitar atividades externas ao
entardecer e a noite, dentre outras. As
educacionais  deveriam

medidas ser



permanentes e apoiadas por associacbes de
bairro e lideres comunitarios (RIBEIRO et
al., 2013).

Discuss0fes a respeito de posse responsavel,

bem estar animal e aspectos de prevencao

2.3.3 -A protecdao individual do cdo

A importancia da LV como um problema
veterinario é ofuscado pelo fato de que caes
sdo reservatoérios de infantum causador
da LV em humanos. Portanto, as tentativas
de

direcionadas a reducéo do risco de infec¢ao

controle da doenca canina sao
para o homem, ao invés de simplesmente
proteger o cédo (KILLICK-KENDRICK et

al., 1997) de uma doenca fatal (SOLANO-
GALLEGO et al, 2009). Caes séo animais

3 — Piretrinas e piretroides
3.1- Caracteristicas gerais
Piretrinas sdo compostos inseticidas obtidos
da

cinerariaefolium também conhecida como

das flores planta Tanacetum

Chrysanthemum  cinerariaefolium ou
Pyrethrum
2012).

Piretrinas e piretroides séo efetivos contra

cinerariaefolium (ENSLEY,

uma variedade de insetos tidos como pestes
em animais de companhia e animais de
fazenda, sendo usado também em fazendas,
em domicilios e jardins, além de possuirem
muitas aplica¢cdes na saude humana devido

a segurancga destes compostos (ENSLEY,
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da LV em cées e humanos deveriam ser
realizadas em visitas domiciliares, escolas
publicas ou privadas (RIBEIRO et al.,
2013).

de companhia comuns e a saude destes
animais € grande preocupacdo para seus
proprietarios (SOLANO-GALLEGO et al.,

2009).

individual

Uma das medidas de protecdo
do cédo é o tratamento com
produtos repelentes (FERROGLIO et al.,
2008) e,

vacinagdo contra LV seja realizada através

no Brasil, sugere-se que a
de campanhas publicas, tal como € feito
com a raiva (RIBEIRO et al., 2013).

2012). Sdo separados em dois grupos:
grupo |, que ndo contém ogrupo ciano, e em
grupo Il, que contém ogrupo alfa-ciano
(WISMER e MEANS, 2012).

Causam hiperexcitabilidade com muito
pouca citotoxicidade. Os alvos moleculares
destes compostos sdo similares em
mamiferos e insetos, incluindo canais de
voltagem dependentes de sédio, canais de
de

receptores

calcio, canais cloreto
de GABA,

nicotinicos, despolarizacdo de membranas e

cloreto e

dependentes

em juncdes intercelulares. Os mamiferos



sdo mais resistentes que o0s insetos por
possuiram umciearancé metabdlico mais
rapido, temperaturas corporais mais altas
emenorafinidade por piretrinas e piretroides
(ENSLEY, 2012).

Piretroides séo lipofilicos e se distribuirdo
em tecidos com elevado conteudo lipidico

como o tecido adiposo, figado, rins e leite

3.2 — Toxicidade e tratamento

Cées, gatos e grandes animais possuem
sinais clinicos similares para compostos do
tipo | (por exemplo, a permetrina) e tipo I
(por exemplo, a deltametrina) (ENSLEY,
2012). Os sinais clinicos incluem salivagéo,
vomitos, tremores musculares, dispneia,
ataxia, anorexia, hipo ou hipertermia, mas
raramente leva a morte (GFELLER e
MESSONIER, 2006).
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(ENSLEY, 2012; WISNER e MEANS,
2012). Modulam a cinética dos canais
retardando o fechamento dos canais de
célcio. Piretroides tipo Il causam efeito
mais longo que piretroides e piretrinas do
tipo 1, portanto, sdo considerados mais
téxicos que os do tipo I (WISNER e
MEANS, 2012).

Nao existe um antidoto especifico para a
toxicidade por
tratamento é sintoméatico (ENSLEY, 2012).

piretroides, portanto, o

O principal tratamento para exposi¢cdo
dérmica é o banho do animal com sabonete
neutro e 4gua (GFELLER e MESSONIER,
2006; ENSLEY, 2012). A manutencdo da
temperatura corporea € importante, uma vez
gque a toxicidade é aumentada na hipotermia
(GFELLER e MESSONIER, 2006).

CAPITULO 2: Avaliacdo dos efeitos inseticida e redéncia sobreL.longipalpisem cées
tratados com permetrina 65% ou com a coleira impregada com deltametrina 4%

1. Introducéo

As leishmanioses sao doencas causadas por sdo de grande

parasitos membros do géndreishmania,

classe Kinetoplasta e familia
Trypanosomatidae (GRAMICCIA, 2011).
Dentre as 15 espécies reconhecidas que
infectam seres humanos,
(GRAMICCIA e

GRADONI, 2005). As infeccbes em caes

13 possuem

natureza zoonobtica

importancia na saude
publica, uma vez que sdo o reservatério da
(LV)

causada por Leishmania (Leishmania)

leishmaniose visceral zoondtica,

infantum  (sinbnimo L.
(MAURICIO et al, 2001; REITHINGER et
2001; BANETH, 2006),

0s

chagasj

al, sendo o0s

vetores flebotomineos do género



Lutzomyiano Novo Mundo éhlebotomus
no Velho Mundo (SHARMA e SINGH,
2008; GRAMICCIA, 2011).

Os

holometabolos, ou seja, passam pela fase de

flebotomineos séo insetos

ovo, quatro estadios de larvas, pupa e

adultos; a duracdo de cada estadio, porém,
depende da espécie, da condicao climatica e
da alimentacao disponivel. Sdo encontrados
em quase todas as regides faunisticas do
mundo, mas sdo mais abundantes na regido
(SHERLOCK, 2003).

insetos voadores pequenos, de 2 — 3 mm de

neotropical Séo

comprimento, corpo recoberto por pelos e
silenciosos, encontrados no entorno de
habitacbes humanas e que apresentam
maior atividade no amanhecer e a noite
(SHARMA e SINGH, 2008),

segundo Brazil e Brazil (2003), o inicio de

embora

seu periodo de atividade ocorre durante a
tarde ou a noite. Os flebotomineos
apresentam concordancia gonotréfica, ou
seja, a oviposicdo € precedida por um
repasto sanguineo (BRAZIL e BRAZIL,

2003).

campo e em laboratério realizadas por EI-

Entretanto, em observacGes de

Naienet al. (1992), verificou-se quk.
longipalpis pode realizar mais de um

repasto sanguineo antes da oviposicao. A
picada produz uma pépula circundada por
uma area eritematosa de 10 a 20mm de

didmetro (SHARMA e SINGH, 2008).
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Formulacgdes topicas com longo efeito

residual sdo desejaveis para controle
sustentavel pela saldde publica. No entanto,
ird

o intervalo entre as intervencdes

depender na taxa de renovacdo da
populagdo canina (nascimentos/imigracdo e
mortes/emigracdo) e, no caso de coleiras,
na taxa em que sao perdidas ou danificadas
(COURTENAY et al., 2009).

A protecdo potencial de caes contra
flebétomos proporcionada pelos inseticidas
irA depender de seu efeito repelente ou anti-
alimentacdo, considerado essencial para

evitar picadas e, consequentemente, a
transmiss&o da doenca (MIRO et al., 2007),
além da reducdo da sobrevivéncia daqueles
que se alimentam, efeito denominado

mortalidade, reduzindo assim a
possibilidade de transmitir a LV (DAVID et
al. 2001; MOLINA et 2001;
MAZLOUMI GAVGANI et al., 2002;
FRANC e BOUSHIRA, 2009;
COUTENAY et al., 2009).

Embora a literatura seja farta no que tange

al.,

aos aspectos epidemiolégicos do uso de
inseticidas centrados no cédo (DAVID et al.
2001; MOLINA et al., 2001; MAZLOUMI
GAVGANI et al., 2002; FRANC e
BOUSHIRA, 2009; COUTENAY et al.,
2009), pouco se sabe sobre a protecdo
do
portanto, comparar a eficacia da permetrina
65%

individual animal.  Objetivou-se,

e da deltametrina 4% em suas



propriedades de repeléncia e inseticida
sobreLutzomyia longipalpispara protecdo

individual do cao, bem como determinar se
h& diferenca na eficacia dos produtos em
entre a face interna da orelha e a regido

inguinal de céo.

2 — Materiais e métodos
Este experimento foi aprovado pelo Comité

de Etica em Experimentacdo Animal da

2.1 — Animais
Foram utilizados 22 cae€#nis familiarig,
de

divididos aleatoriamente em 3 grupos: o

machos e fémeas, racas diversas
grupo controle (GC) com 6 cées, 0 grupo
tratado com permetrina 65% composto
(GP) por 8 animais e o grupo tratado com

deltametrina 4% (GD) também composto

2.2 — Flebotomos

Cerca de 30 fémeas e 0 mesmo numero de
machos delLutzomyia longipalpisde uma
colénia fechada, mantida no Departamento
de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de
de

flebotomineos coletados na cidade de

Minas Gerais, iniciada a partir
Teresina, Piaui (Brasil) foram utilizadas. Os

insetos foram criados segundo a
metodologia e condigcbes descritas por
Modi e Tesh (1983) e

(Comunicagéao 2001).

Gontijo

Pessoal, Na
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Para este estudo, determinou-se efeito
repeléncia aquele que impede a alimentacao
das fémeas nos cdes e, 0 inseticida
imediato, a mortalidade dos fleb6tomos —
machos ou fémeas alimentadas ou n&o,

imediatamente apds contato com o produto.

Universidade Federal de Minas Gerais, sob

0 protocolo numero 084/2010.

por 8 animais. Os cdes eram domiciliados,
embora ndo fosse possivel saber quando os
iniciados. Sabia-se

tratamentos foram

apenas que estavam todos com o0s
tratamentos dentro do prazo de utilizagéo

determinado pelo fabricante.

manutencdo da colénia, as fémeas eram
inicialmente alimentadas com solucéo
glicosada e posteriormente com sangue de
hamster Wesocriceterus auratQis As
larvas recebiam dieta descrita por Modi e
Tesh (1983) e modificada por Gontijo
(Comunicagdo pessoal, 2001) O insetario
foi mantido a temperatura média de 27°C e
umidade de aproximadamente 80% RH e os
flebotomineos mantidos em miniaturas de
armadilhas CDC (Center

Control).

for Disease



2.3 — Tratamentos

O GC nao recebeu qualquer tratamento
previamente a exposi¢ao aos flebétomos. O
segundo grupo, GP, foi tratado com produto
a base de permetrina 65% (Pulfex
Intervet), aplicado sob a formapot-on
sobre a regido interescapular de acordo com
0 peso do animal. Ainda conforme as
instrucdes da bula, s6 considerou-se a
efichcia total do produto apds trés
2.4 — Exposi¢les dos caes aos flebotomineos
Para a exposicdo e avaliacdo dos efeitos
repeléncia e inseticida e da possivel

alimentacdo dos insetos, utilizou-se o
Flebocontainer, descrito por Costa-Val et
al. (2007). Brevemente, o Flebocontainer
(fig. 4) é um recipiente em PVC

semitransparente, branco de 10 cm de altura
por 8,7cm de didametro, coberto com tampa

rosqueada de 10 cm de didmetro. Na parte
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aplicacoes intervaladas de 30 dias. Ja o GD

recebeu a coleira impregnada com
4%  (ScalibBintervet),

considerando-se a eficacia do produto entre
21 e 120 dias,

indicacBes de bula. Nenhum dos animaisfoi

deltametrina

também conforme as

submetido a banhos durante o periodo

experimental.

superior da tampa h& uma abertura de 6 cm
de diametro, que por sua vez é recoberta
com tela de nailon de 8fmeshpor cnf
presa com cola de silicone. Na altura de 15
cm ha uma abertura de 15 mm de diametro
O

Flebocontainer foi colocado através a parte

para tramite dos flebotomineos.

da tela de nailon diretamente em contato

com a pele dos animais.
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Figura 4 — Flebocontainer. A Vista geral; B -Vista da tela fina por onde ocorre o contato ent

fleb6tomo e o cédo

Os céaes foram sedados com aceprom
(Acepram 0,2%, Vetrl) na dose c
0,22mg/kg por intramuscular previament
exposicdo. Dois Flebocontaies foram
utilizados por cdo, sendo um posicion
sobre a face interna da orelha direita (P.
e 0 outro na regido inguinal direita (RII
Permitiuse o contato entre os flebotoma

0s cées por 40 minutos. ApGs esse per

2.5 — Analise estatistica

Realizouse andlise estatistica p método
do Quiquadrado, pela natureza dicoton
dos resultados.

0 recipiente era retirado e o mero de
insetos mortos era contado e relatado.
fleb6tomos restange eram mortos pc
congelamento, procedendo-se
posteriormente a sua classificacdo

machos, fémeas alimentadas e fémeas
alimentadas, com auxilio de
estereoscopioMetrimpexHunganPzO -

LabimexX).

3 — Resultados
Os resultados dos gruposC, GP e GD
estdo demonstrados nos Graficos 1, 2

respectivamente.



3.1 — Efeito repeléncia

No GC, nao houve diferen
estatisticamente  significativa entre

namero de insetos ingurgitados em P
comparados aglias ingurgitados em RI

Quando comparados os resultados do
aos do GD, 70,19% das fémeas

realizaram o repasto sanguineo, enqu
29,81%

resultando em um efeito repelén

tornaranse ingurgitadas
estatisticamente significativo (p<0,00
Comparado os resultados obtidos

exposigéo dos flebétomos a regido auric
(PAD) aos da regido inguinal (RID), L
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menor nimero de fémeas se alimentou
RID, com diferenca estatistica significa
(p<0,0001).

Comparandseo numero de flebotom
que se alimgaram no GC (36%
observouse menor numero de inse
alimentados em GD (13%), com diferen
estatisticas (p<0,0001). O mesmo resul
foi observado ao compa-se
exclusivamente 0s insetos expostos a F
sendo que 39% alimentar-se nessa
regido no @ e 7% apenas alimentar-se

no GD (p<0,0001).

Gréfico 1 - Numero de fleb6tomos expostos e sua classificagac
Grupo Controle (GC)

w 1000
g 900
s 800 —
2 700 -
2 600 -
= 500 —
o 400 —
S 300 —
E = —hE g
E 10 [ N NS
Z PAD RID Total
i Fémeas ingurgitadas 261 201 462
i Fémas nao ingurgitadas 81 85 166
Machos 119 127 246
i Mortos 14 13 27
i Vivos 447 400 847
Total 461 413 874

Os resultados da analise entre o GC e ¢
também demonstraram efeito repeléi
com diferengas estatisticas significati
(p<0,0001), na qual o GP possuiu mees
resultados. De todas as fémeas exposta

cées, 34% alimentarage no GC e 17% r
grupo GP. O numero de féme
alimentadas no PAD foi menor no GP ¢
aquele encontrado no GC, confor
exposto: no GC, 33% ingurgitaram e,



GP, 21%, um resultado essticamente
significativo (p<0,0001).

Analisando o Grafico 3, que represent
classificacdo dos flebétomos exposto:
caes utilizando a coleira impregnada c
deltametrina 4%, houve efeito relepe

estatisticamente  significativo  (p<0.0
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23% das fémeas izecram o repast
sanguineo e 74% nao o fizere
Comparando as regides utilizadas
exposicdo, o0 maior numero de fém
ingurgitadas foi encontrado na RI
também com estatisti

(p<0,01).

diferencas

Graéfico 2 - Numero de fleb6tomos expostos e sua classificacac
Grupo Permetrina (GP)

1600

& 1400 =
E 1200 =
L
2 1000 -
= 800 —
3 600 —
< 400
8 200
P s = "5 =
= 0
Z PAD RID Total

i Fémeas ingurgitadas 169 79 248

i Fémeas nio ingurgitadas 289 295 584

. Machos 325 339 664

i Mortos 39 17 56

wVivos 744 696 1440

i Total 783 713 1496
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Grafico 3 - Numero de floeb6tomos expostos e sua classifica
no Grupo tratado com a coleira impregnada com Deltametrini

4% (GD)
8
g 1200
£ 1000 —
E 800 —
= 600 —
© 400 - —
e "y s w8
£ 0
‘2 PAD RID Total
i Fémeas ingurgitadas 47 100 147
i Fémas ndo ingurgitadas 285 207 492
Machos 255 217 472
& Mortos 11 7 18
u Vivos 576 517 1093
Total 587 524 1111
3.2— Efeito inseticida
Nao houve diferenca estatist inseticida: 96,26% estavam vivos e 3,7

significativa entre o numero de inse
(machos e fémeas) mortos no GC (1%
aqueles mortos no GP (2%). Compara
0os dados relativos a exposicado
fleb6tomos expostos a PAD, também
houve diferega estatistica entre 0 nlimi
de mortos no GP (3%) e no GC (1
Resultados similares foram encontrado:
compararse a mortalidade daque
expostos a RID: houve morte de 1%
insetos do grupo controle (GC) e de ape
2% dos fleb6tomos do grupo perrina
65% (GP).

Quando o Graf2 é analisado, os dad
demonstram diferengca estatisticame

significativa (p<0,0001) para o efe

foram mortos ao fim da exposicéo. Hol
diferenca estatistica (p<0,05) entre
mortalidade dos insetos ocorrida no PAI
RID, sendo que no pavilhdo auditivo dire
foi o efeito mais pronunciad

No GD, foi observada a morte de 1% -
fleb6tomos foi observada quando expo:
as regides PAD e RID e o mesmo result
foi obtido entre o nidnero de insetos mort:
de GC. Resultados similaresforam obti
entre a mortalidade do resultado GC (19
do GD (1%) nas regides PAD e R

De acordo com dados do Graf. 3, ho
uma diferenca estatistica significat

(p<0,0001) entre o numero de inse



mortos (1,62%) e vivos (98,8%) ao final

exposicao.
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3.3 —Comparacéo entre 0s grupos da permetrina 65% (GP) @a deltametrina 4% (GD)

Quando os efeitos inseticida destes grt

(Graf. 4) sao comparados, a alise
estatistica demonstrou uma difere
significativa (p<0,05) para o efei

inseticida, no qual o GP contabilizou 1%

4 — Discusséo

Diversos estudos avaliaram a eficcia
coleira impregnada com deltametrina a
(KILLICK-KENDRICK et al.,, 1997
HALBIG et al., 2000REITHINGER et al.,
2001; DAVID et al., 2002;MAZLOUMI
GAVGANI et al., 2002;FERROGLIC et

insetos mortos e o GD 2%. O efe
repeléncia tambérioi melhor no GP (40%
(33%,

estatisticamente signifitaa (p<0,005’

que no GD com diferen

al., 2008; FRANC eBOUSHIRA, 2009) e
alguns avaliaram a eficacia da permet
65% (MOLINA et al., 2001REITHINGER
et al.,, 2001;FERROGLIC et al.,, 2008;
MOLINA et al., 2012).

Grafico 4 - Comparagéo entre o grupo permetrina 65% (GP) e o
grupo tratado com coleira impregnada com deltametrina 4%

(GD)
g 1600
g 1400
£ 1200
2 1000 —
= 800 -
3 600 ————— —
° 400 —— ——— — —
2200 e B
\E 0
E Permetrina 65% Deltametrina 4%
i Fémeas ingurgitadas 248 147
i Fémeas ndo ingurgitadas 584 492
Machos 664 472
i Mortos 56 18
wVivos 1440 1093
Total 1496 1111




A maioria dos estudos tém demonstrado
de

elevados da coleira

efeitos repeléncia e mortalidade
impregnada com
deltametrina a 4% (KILLICKKENDRICK

et al., 1997; REITHINGER et al.,, 2001;
DAVID et al.,, 2001; FERROGLIO et al.,
2008), ou a permetrina 65% (GIFFONI et
al., 2002; FERROGLIO et al., 2008), sendo
recursos de grande valor para a prevencao
da infeccdo em cdes (FERROGLIO et al.,
2008; GIFFONI et al., 2002; MAZLOUMI
GAVGANI et al., 2002).

Embora grande parte dos trabalhos dos
estudos demonstrem efeitos de repeléncia e
mortalidade elevados da coleira impregnada
com 4%
(KILLICKKENDRICK et 1997;
REITHINGER et al., 2001; DAVID et al.,
2001; FERROGLIO et al., 2008), diferentes

espécies de flebétomos foram testados. Um

deltametrina a

al.,

dos estudos demonstrou que 0 uso da
coleira impregnada com deltametrina 4%
reduziu o nimero de fémeas ingurgitadas
em cées tratados por um periodo de 2 a 34
semanas apés a colocacdo da coleira, com
menos de 13% de fémeas alimentadas. A
espécie testada foi Phlebotomus
perniciosus pertencente a uma coldnia de
laboratério (KILLICK KENDRICKet al.,
1997). Outros autores reportaram que O
efeito repeléncia mais efetiva foi obtido no
segundo més de tratamento, com 68% de
alimentadas

fémeas de Lutzomyia
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intermedia, previamente capturadas no
ambiente (REITHINGER et al.,, 2001).
David et al. (2001) utilizaram fémeas de
longipalpis e observaram um efeito
repeléncia de 99,3% apdés 4 meses de
colocacdao da coleira, 100% da oitava a
décima-segunda semanas e acima de 96%
ap6s 16 a 22 semanas desde a colocacéo.
Em outro estudo houve uma reducdo de
51% para 11% na alimentacdo d&
papatasiobtidos do ambiente natural apos
uma semana de uso (HALBIG et al., 2000).
O presente estudo observou um efeito de
repeléncia de 74% utilizando longipalpis
criados em uma coldnia de laboratorio.
Muitas outras diferencas entre estes estudos
podem explicar os diferentes resultados.
Dois dos estudos previamente discutidos
expuseram 0s cdaes dois horas
(KILLICK-KENDRICKet 1997;
DAVID et al., 2001) e outros dois
expuseram os caes por 7 horas (DAVID et
al., 2001; REITHINGER et al., 2001). O

presente estudo expds

por

al.,

0S cées aos
fleb6tomos por 40 minutos e utilizou uma
metodologia diferente, o Flebocontainer, ao
invés de colocar os caes dentro de gaiolas
individuais dentro das quaisos fleb6tomos
eram soltos (KILLICK-KENDRICK et al.,
1997; HALBIG et al., 2000; DAVID et al.,
2001; REITHINGER et al., 2001). Alguns
estudos testaram as coleiras impregnadas

com deltametrina a 4% por 35 semanas



consecutivas (KILLICK-KENDRICK et al.,
1997; DAVID et al.,, 2001),
outros testaram a mesma coleira apos 8 dias
de sua colocacao (HALBIG et al., 2000) e
12 da colocacédo
(REITHINGER et al., 2001). Este estudo

expbs os cdes aos flebétomos em dias

enquanto

nosdias 0, 5 e

variados apés sua colocagdo, mas dentro do
periodo de acdo, conforme recomendando
pelo fabricante.

O efeito inseticida encontrado neste estudo
foi de 1,62%, refletindo o pequeno nimero
de
expostos aos caes utilizando a coleira
4%.

Resultados semelhantes foram obtidos em

insetos que morreram apds serem

impregnada com  deltametrina
outro estudo, no qual a mortalidade ap6s7
horas de contato foi de 13% nos cées que
utilizavam a coleira e de 9% em animais
nao tratados, sem resultados
estatisticamente significativos (HALBIG et
al., 2000). David et al. (2001) encontraram
mortalidade de 96% dos flebotomineos
apés 4 semanas de uso da coleira
impregnada de deltametrina 4% e de 35%
ap6s 35 semanas, 0 que € estatisticamente
relevante quando comparado ao grupo
controle (DAVID et al., 2001). Reithinger
(2001) demonstraram 30% de

mortalidade de fémeas ingurgitadas apés 1

et al.

més de uso e nenhuma mortalidade
significativa ap6s o segundo més de uso,
resultados diferem dos

entretanto, o0s
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obtidos por Killick-Kendrick et al. (1997),
no qual o efeito inseticida variou de 25 a
64% durante os testes realizados entre a
segunda e a 34semana. No estudo aqui
apresentado, efeitos

0s repeléncia e

mortalidade  causados pela coleira
impregnada com deltametrina 4% foram
de
significativos quando comparados aos

de

pequenos, apesar estatisticamente

ndmeros fémeas alimentadas e

fleb6tomos VIiVOS, respectivamente.

Resultados tdo distintos podem ter
ocorridos pelas seguintes razdes: em dois
estudos, os autores testaram o produto
contra flebétomos do géneRhlebotomus
(KILLICK-KENDRICK 1997,
HALBIG et al.,, 2000); e no presente

estudo, os cées foram expostos aos insetos

et al,

por 40 minutos, enquanto em outros eles
foram expostos por 2 horas (KILLICK-
KENDRICK et al., 1997; DAVID et al.,
2001) e, em outros, por 7 horas (HALBIG
et al., 2000; REITHINGER et al., 2001) e a
metodologia de exposicdo foi distinta,
conforme discutido no paragrafo anterior. O
presente estudo e os estudos de outros
autores (KILLICK-KENDRICK et
1997; HALBIG et al., 2000; DAVID et al.,
2001)

enquanto Reithinger et al. (2001) optou por

al.,

realizaram a sedacdo dos caes,

nao sedar os animais afim de obter

resultados mais fidedignos a realidade.



Poucos estudos testaram a protecdo
individual do cdo apds a aplicacdo de
permetrina 65% (MOLINA et al., 2001;
REITHINGER et al., 2001; MOLINA et al.,
2012). No estudo de Moalina et al. (2001), a
65%

repeléncia de 78,5% no sétimo dia, com

permetrina demonstrou  efeito

uma variacao de 0 a 42,1% do dia 14 ao dia
91 e o efeito inseticida foi 100% no sétimo

dia e 91,4% no vigésimo oitavo dia. Em

outro estudo a taxa de repasto sanguineo
apenas reduziu significativamente aos 2
meses nos cées tratados com permetrina
(REITHINGER et al., 2001). Alguns outros

autores demonstraram que o efeito
repeléncia reduziu gradativamente apos a
aplicacdo topica do produto, mas ainda
estava aceitavel no 22° dia (67,6%)
(MOLINA et al., 2012). A permetrina 65%

tépica foi capaz de proteger os cées por 22
dias de acordo com Molina et al. (2001).
No presente estudo, o efeito repeléncia foi
de 70,19% e o inseticida de 3,74%. Os
resultados diferentes podem ser pela
de de

fleb6tomos, sendo que no estudo aqui

utilizacao espécies distintas

apresentado, foram utilizadbslongipalpis
proveniente de uma colonia fechada de
laborat6rio. Em dois dos estudos (MOLINA
et al., 2001; MOLINA et al., 2012) foram

Phlebotomus
de

laboratério e, em outro, foram utilizadbs

utilizados perniciosus

também  originarios colénia de
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intermedia capturados ambiente
(REITHINGER et al.,, 2001). O tempo

desde a aplicacdo do produto a exposicao

no

dos cées aos flebotomos, neste estudo, ndo
era conhecido previamente, enquanto em
outros a permetrina 65% foi testada em
periodos pré-determinados e controlados
(MOLINA et al., 2001; REITHINGER et
al., 2001; MOLINA et al., 2012). Além da
diferenca climatica, as diferentes
metodologias ficam evidentes, uma vez que
o0 estudo aqui apresentado utilizou o
Flebocontainer enquanto outros expuseram
0S cédes aos insetos em gaiolas de tecido
(MOLINA et al., 2001; REITHINGER et

al., 2001; MOLINA et al., 2012).

Piretroides sintéticos distribuem-se pela
pele do cédo através das secrecdes dérmicas
(DAVID et al., 2001) e a permetrina 65%
impregna o estrato cérneo (MOLINA et al.,
2001). O presente estudo sugere que a
distribuicdo da deltametrina e da permetrina
ndo € homogénea no corpo do cdo, uma vez
que houve diferencas estatisticamente
significativas entre os resultados em PAD e
RID. A permetrina 65% demonstrou efeito
repeléncia mais efetivo em RID e o
inseticida em PAD, enquanto a deltametrina
de

repeléncia em RID e ndo houve diferenca

demonstrou  menos  capacidade
na mortalidade dos insetos entre os locais

estudados (PAD e RID).



A comparacdo dos efeitos repeléncia e
inseticida entre a permetrina 65% e a
coleira impregnada com deltametrina 4%
foi encontrada em apenas dois estudos
(REITHINGER et al., 2001; FERROGLIO
et al., 2008) e a permetrina obteve melhores
resultados no presente estudo.

De acordo com Reithinger et al. (2001), a
deltametrina 4% demonstrou melhor efeito
inseticida durante os dois primeiros meses
de tratamento, embora na primeira semana
nenhum efeito tenha sido observado. J4 a
aplicacdo da permetrina 65% obteve um
aumento de 5 vezes no numero de
nado alimentados

flebétomos apos a

primeira semana, embora seu efeito ndo

5 — Conclusdes

Nas condi¢cdes experimentais empregadas,
pode-se concluir que:

- O tratamento dos caes com piretroides
sintéticos para sua protecdo individual é
uma importante estratégia para reduzir as
taxas de infeccdo. No entanto, conforme
observado neste estudo, os efeitos
repeléncia e inseticida foram pequenos e
esses piretroides sintéticos podem ndao
prover a protecao individual necessaria aos
cdes em areas endémicas.

- Dentre os produtos testados, a permetrina
exibiu melhores resultados em ambos os
efeitos estudados a partir da aplicacéo

segundo as instrucdes do fabricante e o
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seja duradouro. O efeito inseticida da
deltametrina 4% foi o maior, estendendo-se
até 2 meses apos o tratamento. Apos 2
meses 0s autores observaram um efeito
repeléncia melhor da deltametrina, com
reducdo de 69% no numero de fémeas
ingurgitadas.

No estudo de Ferroglio et al. (2008), tanto a
permetrina 65% quanto a deltametrina 4%
foram capazes de reduzir a possibilidade
dos cées se infectarem.

Os resultados distintos do presente estudo
podem ter sido causadospor diferenga na

metodologia e espécies de fleb6tomos

utilizados, conforme ja discutido
previamente.
respeito a duracdo de tratamento. No

entanto, ainda que melhor que o efeito
inseticida da deltametrina, a mortalidade
dos flebotomos em cdes em uso de
permetrina foi pequena e pode nao prover a
protecao ideal aos céaes.

- A mortalidade de flebétomos causada
pela coleira impregnada com deltametrina
4% € pequena: poucos insetos morreram
apos o contato direto com caes utilizando-a.
Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa neste efeito também nas
diferentes regites testadas (PAD e RID).
-A permetrina 65% demonstrou efeito

repeléncia mais efetvo em RID e o



inseticida em PAD, enquanto a deltametrina
de

repeléncia em RID e ndo houve diferenca

demonstrou  menor  capacidade
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na mortalidade dos insetos entre os locais

estudados.

CAPITULO 3: Avaliacdo dos efeitos repeléncia e insieida sobre Lutzomyia longipalpis
em cées utilizando a coleira impregnada com deltartrena 4%, submetidos ou ndo a

banhos quinzenais

1. Introdugao

A leishmaniose canina é causada pelo
protozoario Leishmania (Leishmania)
infantum (Trypanosomatidae:
kinetoplastida) € altamente prevalente em
da do
Mediterraneo e de muitos paises latino-
americanos (KILLICK-KENDRICKET al.,
1997). Como um problema veterinario, a
canina (LVC) é

fato dos cdes serem

todos o0s paises sub-regido

leishmaniose visceral
ofuscada pelo
reservatorios da doenca. Devido a isso,
grande parte dos esforcos direcionados ao
controle da doenca nos cées é direcionada a
reduzir o risco da infeccdo humana, e nédo
em proteger o cdo em si (KILLICK-
KENDRICK et al., 1997).

Esta doenca dependente de vetor é uma
infeccdo emergente que esta se adaptando
as mudancas ambientais e disseminando-se
por novas regides geograficas (CLABORN,
2010). O unico vetor conhecido da LVC é
um pequeno diptero da familia Psychodidae
e da subfamilia Phlebotominae (KILLICK-
KENDRICK, 1999; SHARMA e SINGH,

2008; CLABORN, 2010).
Lutzomyia longipalpigLutz e Neiva, 1912)

A espécie

€ o principal vetor urbano da leishmaniose
no Brasil (SANT'ANNA et al.,, 2008;
FREITAS et al., 2012), emborala cruzi

também seja capaz de transmitir
promastigotas infectantes (FREITAS et al.,
2012).

O melhor método para controle de qualquer
doenca dependente de um vetor € a reducao
do contato homem-vetor (SHARMA e
SINGH, 2008). A prevencédo efetiva contra
picadas de fleb6tomos pode ser alcangada
com recursos utilizados em conjunto:
manter o cdo dentro de casa do anoitecer ao
amanhecer, reduzir 0s micro-habitats
favoraveis aos insetos nas proximidades da
casa ou de locais onde o0s cdes permanecem
por maior periodo, utilizacdo de tratamento
ambiental com inseticida e o uso de
inseticidas tépicos com efetividade provada
contra os vetores (SOLANO-GALLEGO et

al., 2009).



A protecdo de caes contra fleb6tomos
através dos produtos dependerd de seu
efeito repelente, essencial para evitar
picadas e consequentemente a transmissao
da doenca (MIRO et al., 2007), além da
reducdo da sobrevivéncia daquelas fémeas
inseticida,
assim a possibilidade de
transmisséo (DAVID et al. 2001; MOLINA

et al.,, 2001; MAZLOUMI GAVGANIET

al., 2002; FRANC e BOUSHIRA, 2009;
COUTENAY et al., 2009).

Formulagdes topicas com acgdo residual

que se alimentam, efeito

reduzindo

longa sé@o desejaveis para controle publico

sustentavel. Atualmente, as medidas
preventivas sdo baseadas principalmente no
uso de produtos registrados para uso
veterinario contendo piretroides sintéticos,
como a permetrina ou a deltametrina
(SOLANO-GALLEGO 2011).

Dentre essas opcbes encontra-se coleiras
em PVC e

impregnadas com o piretroide sintético

et al,

para cdes produzidas
deltametrina, em uma concentracdo de
40mg/g (KILLICK-KENDRICK et al.,

1997),

viavel

uma alternativa potencialmente

para a dos caes
(ALEXANDER e MAROLI, 2003), que
poderia ser integrada a vacinagcdo canina
para controle da LVC (MIRO et al., 2008).

A protecdo individual do céo obtida com o
da

deltametrina 4% foi estudada por diferentes

protecéo

uso coleira impregnada com
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autores (KILLICK-KENDRICK et al.,

1997; HALBIG et al., 2000; DAVID et al.,
2001; REITHINGER 2001;
COURTENAY et al., 2009) que obtiveram

diferentes resultados entre si.

et al,

N&o ha, na literatura, dados sobre a
eficiéncia da coleira usadas em caes
banhados com frequéncia, embora relata-se
que reducdo de 8% na eficiéncia da coleira
impregnada com deltametrina a cada
exposicao a xampus ou quimicos presentes
em piscinas, apesar de ser a prova d’agua
(POLONKO, Comunicacao Pessoal, 2012)
Alteracdes laboratoriais decorrentes do uso
de piretroides sdo raramente descritas. Apos
a exposicao oral, foi observada leucocitose
em 15% de humanos expostos entretanto,
na maioria dos animais utilizados em
estudo toxicoldgicos ndo foram percebidas
Em coelhos,
de
de

hemoglobina e reduzida concentracdo de

alteracdes hematoldgicas.

observou-se reducdo no numero

hemécias, reducdo dos niveis
hemoglobina corpuscular média, ja em cées
ap6s exposicdo oral por 8 semanas, foi

observada anemia. As reacdes observadas
foram atribuidas a respostas adaptativas e
ndo pela hematotoxicidade induzida por

(DANIEL 2003).

AlteracBes bioquimicas citadas incluem

piretroides et al.,
apenas reducédo das proteinas plasmaticas e

aumento da albumina em camundongos



machos expostos também por via oral
(DANIEL et al., 2003).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito inseticida imediato e o efeito
repeléncia obtidos com o uso da coleira por
cdes submetidos a banhos quinzenais ou
ndo, bem como avaliar a ocorréncia de

alteracBes laboratoriais durante o periodo

2. Material e métodos

2.1 — Animais

Foram utilizados 12 caes, de ambos os
sexos, sem raca definida, pesando entre dez
e 25 quilogramas. Os animais eram
provenientes de abrigos particulares.
Durante o periodo de adaptacéo de 40 dias,
0s cédes receberam uma dose de vacina
Octupla (Vanguard HTLP 5/CV-L® Pfizer)

e anti-rdbica (Defensor® Pfizer). Também
foi realizada medicacdo anti-helmintica
de (144mg),

praziquantel (50mg) e febantel (150mg)

com pamoato pirantel
(Duprantel Plus® gaDuprat), na dose de 1
comprimido para cada dez quilogramas de
peso vivo, repetido apds 15 dias.

Os
individuais, com area aberta e abrigo contra
de

Pequenos Animais, situado na Escola de
de

caes foram mantidos em canis

intempéries, no Canil Experimental

Veterinaria da Universidade Federal
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de utilizacdo da coleira impregnada com

deltametrina 4%.

Para este estudo, determinou-se efeito
repeléncia como sendo aquele que impede a
alimentacdo das fémeas nos cdes e, 0
inseticida imediato, o que causa a
mortalidade dos fleb6tomos — machos ou
fémeas, imediatamente apdés contato com o

produto.

Minas Gerais, recebendo racdo (Pedigree
Adultos Carne e Vegetais® Mars) e agua a
Foi

ambiental com passeios, brincadeiras com

vontade. realizado enriquecimento
bolinhas, garrafas pet e ossos de raspa de
couro.

Todos os caes foram submetidos a exame
fisico completo e possuiam sorologia
negativa para leishmaniose visceral canina
(RIFI e ELISA) antes da admissao nos
Os

laboratoriais estavam dentro dos parametros

grupos  experimentais. exames
de normalidade para a espécie, tanto o
hemograma quanto os bioquimicos.

Os procedimentos com os cdes foram
aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Minas Gerais (CETEA UFMG

processo n° 315/2012).



2.2 — Flebotomineos

Foram utilizados machos e fémeas de
Lutzomyia longipalpigrovenientes de uma
colénia fechada, mantida no Departamento
de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais. A colbnia foi iniciada a partir
de flebotomineos obtidos na cidade de
Teresina, Piaui (Brasil). Os insetos foram
criados segundo a metodologia e condi¢des
descritas por Modi e Tesh (1983) e Gontijo
2001). Na

manutencdo da coldnia, as fémeas eram

(Comunicagdo  pessoal,
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inicialmente alimentadas com solucdo
glicosada e posteriormente com sangue de
hamster Wesocriceterus auratlis As
larvas recebiam dieta descrita por Modi e
Tesh (1983) e modificada por Gontijo
(comunicacdo pessoal, 2001). O insetario
foi mantido a temperatura média de 27°C e
umidade de aproximadamente 80% RH e os
flebotomineos mantidos em miniaturas de
armadilhas CDC (Center

Control).

for Disease

2.3 — Gaiola para exposi¢édo dos caes aos flebotosta

Para alimentacéo nos caes, 0s
flebotomineos foram soltos em uma gaiola
idealizada para este experimento. A gaiola
consistia em uma armacdo de metal em
formato retangular, com 70 cm de altura,
70cm de largura e 180 cm de comprimento.
Preso a armacdo em suas extremidades,
havia uma camara feita com tecido tule liso
da

armacdo de metal. Porém, a extremidade

tradicional nas mesmas medidas

direita era fechada com ziper e possuia uma

extensdo de tecido de 50 cm que permitia

2.4 — Coleira impregnada com deltametrina 4%

As coleiras utilizadas no experimento
consistiam de uma faixa branca, de 65cm
de comprimento, de polivinilclorido (PVC)

pesando 25¢g e impregnadas com 40mg/g de

seu fechamento por um cordéo de tecido.
Na extremidade esquerda havia também
uma extensdo de tecido de 50 cm que era
fechada por um cordao apos

posicionamento dos cdes e antes da
liberacdo dos flebotomineos, de modo a
impedir fugas. Na lateral foram feitos duas
mangas para o exterior, de 7cm de

didmetro, para que o interior da gaiola

pudesse ser acessado sem risco de fuga de

flebotomineos (figuras 4 e 5).

deltametrina. Foram colocadas nos cées
apos a primeira exposi¢cdo. Segundo as
recomendacdes do fabricante: deixou-se um

espaco de dois dedos entre a coleira e o



pescoco do animal. Dependendo do porte e
caracteristicas individuais dos animais,

algumas coleiras tiveram o excesso cortado,

2.5 — Grupos experimentais

Os cdaes foram divididos em dois grupos,

por selecéo aleatoria.

Grupo 1: seis caes (quatro machos e duas
fémeas) tiveram a coleira impregnada com

deltametrina a 4% aplicada ao pescocgo e

foram submetidos a banho com xampu

2.6 — Tratamentos

Os insetos foram submetidos a alimentagéo
nos caes para avaliagdo dos efeitos
inseticida imediato, repeléncia e
mortalidade nos momentos:

T0 -

impregnada de deltametrina a 4%.

antes da aplicacdo da coleira

2.6.1 — Exposicao dos flebotomineos aos caes

Os grupos foram expostos em dias
distintos. Os cées foram sedados com a
associacdo de 0,2%
(Acepram 0,2%® Vetnil) dose

0,05mg/kg e cloridrato de petidina 50mg/ml

acepromazina

na

(Cloridrato de Petidina® (ampola de 2ml
com 100mg Unido Quimica) na dose de
via intra-muscular.

5mg/kg por Apos

sedacéo, o cao foi posicionado em decubito
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embora deixando 5 centimetros entre o

local do corte e a fivela.

(SanolDog Neutro® Total Quimica) neutro

a cada 15 dias, durante todo o experimento.
Grupo 2: seis caes (trés machos e trés
fémeas) tiveram a coleira impregnada com
deltametrina a 4% aplicada ao pescogo e
ndo foram submetidos a banhos por todo o

periodo do experimento.

T7 — Sete dias apo6s a aplicacdo —
correspondente ao inicio da agdo da coleira.
T21 — Vinte e um dias apés a aplicacdo. —
correspondente ao pico de distribuicdo do
inseticida na pele do animal.

T60 — Sessenta dias apds a aplicacao.

T120 — Cento e vinte dias ap6s a aplicacéo.

lateral dentro da gaiola de exposicdo, cujas
extremidades foram fechadas e conferidas,
e posteriormente os fleb6tomos foram

soltos através das mangas que permitiam o
acesso ao interior da gaiola. O ambiente foi
mantido em penumbra e os fleb6tomos
permaneceram em contato com o0 céo por
40 minutos. Em seguida, foram aspirados
de carro de baixa

por um aspirador



poténcia, adaptado com uma extensdo de
cano de PVC de 30cm. Foram soltos em
uma miniatura de armadilha CDC e

posteriormente  congelados. Apb6s a
aspiracdo de todos os flebétomos vivos e

sua soltura na armadilha, o cdo teve seu

2.7 — Classificagdo dos flebotomineos

Os insetos foram inicialmente separados
entre vivos e mortos, machos e fémeas e,
entre as fémeas, ingurgitadas ou né&o
ingurgitadas.

Os fleb6tomos mortos recolhidos eram

classificados em machos e fémeas e, dentre

as fémeas, entre ingurgitadas e né&o
ingurgitadas. Os resultados  eram
registrados em planilha apropriada,

correspondente ao tempo realizado na

ocasido (Anexo 1, 2, 3).
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pelame aspirado, bem como o chdo da
gaiola, para recolhimento dos fleb6tomos
mortos. O cado foi retirado e, apds
recuperacao da sedacéo, levado de volta ao

canil individual.

Os fleb6tomos vivos e aspirados foram
congelados previamente a classificagéo,
realizada da mesma maneira que para 0s
foi

insetos mortos. A contagem final

registrada em planilha  apropriada,
correspondente ao tempo realizado (Anexo
1, 4, 5).

Foram consideradas ingurgitadas as fémeas
gue possuiam qualquer quantidade de
sangue em seu abdome (figuras 7, 8, 9, 10,
11),

estereoscopio.

visualizadas com auxilio de um

2.9 — Colheita e preparacao de material para anakslaboratorial

2.9.1 — Sangue e soro

Amostras de sangue de cada cédo foram
coletadas a cada 15 dias durante todo o
periodo do experimento, por puncado da veia
cefalica. Uma amostra era coletada em
frasco
etilenodiaminotetracético — EDTAEDTA

com  anticoagulante  (&cido

2.10 — Analise laboratorial
Para andlise dos resultados de hemograma e

analises bioquimicas foram utilizados os

KE/1,2ml - SarstedMonovette) para
realizacdo de hemograma. Uma segunda
amostra era obtida através da puncdo da
veia cefalica em frasco sem anti-coagulante
(S-Monovette—serumcollection 7,2ml) para

execucao de testes bioquimicos.

valores de referéncia para a espécie,

utilizados pelo Laboratério de Patologia



Clinica do Hospital Veterinario ¢

Universidade Federal deiivas Gerais. Os

2.10.1 — Hemograma

O sangue colhido e armazenado em t
com EDTA foi submetido a analise s«

automatizada (Sister@alm CC 530) par
obtencdo dos valores totais de hema
leucécitos e plaquetas. Perealizacdo de
diferencial de leucdcitos, estudo
morfologia de hemécias, plaquetas

leucécitos foram realizados esfrega

Fig. 5 —Gaiola para exposi¢édo dos caes aos flebotc
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valores de referéncia estdao descritos

anexo 6.

sanguineos e avaliados por microsct
Optica (Microscoépio Nikon Eclipse E20

Para realizacao de diferencial de leucéc
estwlo de morfologia de hemacii
plaguetas e leucécitos foram realiza
esfregacos sanguineos e avaliados
microscopia Optica Microscopio Nikon

Eclipse E200).
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Tk .
Fig. 6 —Aspiracéo dos flebotomineos vivos, com o cédo apudacionado dentro da gaiola, através

mangas laterais.

Fig. 7 — Fémea del. longipalpis néo
ingurgitada.

Fig. 8 — Fémea dd.. longipalpis com
discreto ingurgitamento com sanc
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Fig. 10— Fémea de. longipalpiscom
marcante ingurgitamento com sangue.

Fig. 9 —Fémea de. longipalpisingurgitada
com sangue.

Fig. 11 —Fémea de. longipalpiscom
marcante ingurgitamento com sangue.

Fig. 12 — Sequéncia de trés fémeas
ingurgitadas (esquerda para direita)
e uma nédo ingurgitada de sangue.

|
ST 4G



2.10.2 — Bioquimica sérica
O soro de cada amostra foi obtido apds
centrifugacdo a 1500 rpm por 10 minutos,

separado em aliquotas de dois mililitros e

2.11 — Analises estatisticas

Os dados paramétricos foram analisados
através da Analise de Variancia (ANOVA)
e poOs-teste Tukey-Kramer.

Os dados referentes a analise do efeito
inseticida do Grupo | foram convertidos em

seus proprios valores de tangente para

3. Resultados

3.1 — Comparagdes entre os tempos

3.1.1-Grupo 1

3.1.1.1 - Efeito inseticida

Para obtencéo das porcentagens individuais
relacionadas ao efeito inseticida, somou-se
todos os insetos (100%) e a partir do
namero de fleb6tomos mortos (machos ou
fémeas) determinou-se o resultado (Anexo
1).

Apbs conversao dos dados para obtencao de

normalidade (y=tan(y)) e analise a partir do

3.1.1.2 — Efeito Repeléncia

A porcentagem referente ao efeito

repeléncia foi obtida apenas com o uso das

fémeas vivas e mortas como total e apenas
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submetido a analise por metodologia semi-
automatizada (Bio — 2000) para obtencéo

dos parametros.

obtencdo de valores paramétricose analise
por ANOVA. Ja os referentes ao efeito
repeléncia foram convertidos em seus
proprios valores de cosseno para obtengéo
de dados que obedecam a normalidade para
analise por ANOVA.

ANOVA e pos-teste Tukey-Kramer, ndo
houve, de acordo com a analise estatistica
realizada, diferenca significativa maior que
a esperada, entre os valores de mortalidade
de insetos obtidos a cada tempo (Graficos 5
e9).

as fémeas nao alimentadas, vivas ou mortas
(Graficos 7 e 9).
Houve

diferenca estatisticamente

significativa (Gréfico 6) apenas entre o0s



tempos TO e T120, sendo o efeito de menor
magnitude no TO (71,1%).

3.1.2 - Grupo 2

3.1.2.1 - Efeito inseticida

Quando comparados entre si 0s tempos do
grupo 2, houve diferenca significativa
apenas entre os efeitos obtidos no T21 e no

T120 (p<0,05), com melhores resultados

3.1.2.2 — Efeito repeléncia

Os dados foram convertidos em seus
préprios cossenos (y=cos(y)) para obtencéo
normalidade, quando foram entdo testados
através do ANOVA e pos-teste Tukey-

Kramer.
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obtidos apés 21 dias da aplicacdo (21,9%)
em relacéo aos dados apds 120 dias (7%) de

aplicacao (Gréficos 7e 10).

N&o houve, de acordo com as analises
estatisticas, diferencas significativas entre
os tempos (Grafico 8 e 9).

Grafico 5 — Efeito inseticida em cada tempo, irdliilmente, em porcentagens (%), do G1.
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Gréfico 6 — Efeito repeléncia em cada tempo, imllisimente, em porcentagens (%), do G1..
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Gréfico 7 — Efeito inseticida em cada tempo, irdlidimente, em porcentagens (%), do G2.
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Gréfico 8 — Efeito repeléncia em cada tempo, imlli@lmente,em porcentagens (%), do G2.
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Grafico 9 — Médias do efeito inseticida (insetostwg) dos grupos, em porcentagem.
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Grafico 10 —Médias do efeito repeléncia (fémeasati@icentadas) dos grupos, em porcentagem.

3.2 — Comparacdes entre os Grupos 1 e 2
3.2.1 — Efeito inseticida

Os grupos com banho (G1) e sem banho
(G2) foram comparados através do Qui-

quadrado em cada tempo de exposicdo aos

fleb6tomos (Grafico 14).

O TO, correspondente ao momento inicial
de exposicdo, no qual nenhum dos grupos

utilizava a

coleira

deltametrina 4%

ou

gualquer

impregnada

com

ectoparasiticida. Nesse momento, de acordo
com a analise, houve diferenca considerada
muito significativa (p< 0,0001) entre G1 e

G2,

mortalidade

sendo que em G2 houve maior
dos fleb6tomos,
correspondendo a 5% do total exposto aos

animais.

outro



No T7, equivalente a 7 dias apds colocacao
da coleira e, segundo o fabricante,
corresponde ao inicio da acdo do produto e
0s resultados foram considerados né&o
significativos estatisticamente,
comparando-se o0 G1 ao G2.

Aos 21 dias apoOs a colocacdo da coleira,
momento considerado pelo fabricante como
0 pico de acdo da coleira impregnada com
deltametrina 4%, a diferenca entre o efeito

inseticida dos dois grupos foi considerada

3.2.2 — Efeito Repeléncia

Os grupos foram comparados através do
Qui-quadrado, em cada tempo de exposi¢cao
aos flebétomos (Gréfico 15).

No TO houve diferenca estatisticamente
(p<0,0001), Gl

apresentando repeléncia de 45% e G2 33%.

significativa com

Aos 7 dias a diferenca encontrada entre os

grupos também foi considerada
significativa (p=0,0202), no qual G1
apresentou maior repeléncia  (40%),

3.3 — Efeito inseticida em fémeas ingurgitadas

3.3.1 — Fémeas ingurgitadas e mortas
O numero de fémeas mortas e ingurgitadas
foi comparado entre os dois grupos atraves
do Qui-quadrado e de Kruskal-Wallis.
O oG1

significativas quando os tempos foram

ndo apresentou diferencgas

comparados entre si. Entretanto, o G 2
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muito significativa (p = 0,0016), sendo em
G2 o melhor efeito inseticida (9%) em
comparacao ao G1 (7%).

No T60, houve diferenca estatisticamente
(p 0,0001). O G1

maior mortalidade de

significativa <
demonstrou
flebotomos (51%) que o G2 (2%).

Apbs 90 e 120 dias, equivalentes aos T90 e
T120,

estatisticamente significativas.

nao ocorreram diferencas

diferenca observada também no T21
(p=0,0003) e o melhor
constatado também no G1 (56%) em
relacdo ao G2 (26%).

A partir dos 60 dias de uso da coleira,

efeito sendo

entretanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os
grupos em todos os tempos restantes (T60,
T90 e T120).

apresentou diferencas  estatisticamente
significativas apenas entre os tempos TO-
T7, T7-T21, T7-T60. Os tempos TO, T21 e

T60 ndo apresentaram fémeas ingurgitadas

e mortas.



No Qui-quadrado, apenas TO apresentou
diferencas significativas entre G1 e G2.
Nos outros tempos, exceto T60, no qual ndo

foi possivel realizar o teste uma vez que

3.3.2 — Fémeas ingurgitadas e vivas
As
porcentagem, das fémeas ingurgitadas que

médias entre 0S grupos, em

foram capazes de sobreviver apos a
exposicdo ao produto podem ser vistas no
Gréfico 12.
Ocorreram
significativas (p<0,0005) entre G1 e G2 em
TO, T7 e T21. Em TO, G1 apresentou maior

diferencas  estatisticamente

namero de fémeas ingurgitadas e vivas (G1:
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uma das colunas foi preenchida com o
namero zero, ndo ocorreram diferencas

estatisticas significativas.

15%; G2: 3%). Nos tempos T7 e T21, o
maior numero de fémeas alimentadas e
vivas foi encontrado em G2 sendo que, em
T7, G1 apresentou 6% e G2, 16%. J& no
T21, as porcentagens de G1 e G2 foram,
respectivamente, 7% e 10% (graf. 13).

Nos demais tempos (T30, T60 e T120) ndo
estatisticamente

houve diferenca

significativas entre os grupos.

Gréfico 12 — Média por grupo, por tempo, de féniegsrgitadas e vivas
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Grafico 13 — Médias por grupo, por tempo,

através do Qui-quadrado

de fémegsrgitadas e vivas apos avaliacdo
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3.3 — Hemograma
3.3.1-Grupo 1

Foram observadas alteracbes
estatisticamente significativas nos seguintes
embora todos

parametros e tempos,

a) Hemécias:

TO - T1 (p<0,05)
TO - T2 (p<0,01)
TO - T4 (p<0,01)
TO - T8 (p<0,01)

b) Hematocrito:
TO - T1 (p<0,05)
TO -T2 (p<0,05)
TO - T4 (p<0,01)
TO - T7 (p<0,05)
TO -T8 (p<0,001)

Os demais parametros (leucdcitos totais,

neutrdfilos bastonetes, neutrofilos

segmentados, linfécitos, monocitos,

eosindfilos e plaguetas) ndo apresentaram

3.3.2-Grupo 2
O grupo ndo submetido a banhos
quinzenais apresentou diferenca

estatisticamente significativa apenas nos

a) Hemoglobina
TO — T3 (p<0,05)
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estivessem ainda dentro dos limites da

normalidade para a espécie:

¢) Hemoglobina:
TO - T1 (p<0,05)
TO -T2 (p<0,05)
TO - T4 (p<0,01)
TO -T7 (p<0,05)
TO -T8 (p<0,001)

d) CHCM

TO - T3 (p<0,05)
TO - T5 (p<0,05)
T1 - T3 (p<0,05)

diferencas estatisticamente significativas
entre os tempos desse grupo (Gréfico 16 a
27).

seguintes parametros e tempos, também
com os valores dentro dos limites da

normalidade para a espécie:

Grafico 14 — Comparacdao do efeito inseticida eGttee G2
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Grafico 15 — Comparacéao do efeito repeléncia exdrgrupos G1 e G2
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b) VCM

T3 —T6 (p<0,05)

Os demais parametros (leucdcitos totais,
neutrdfilos

neutrdfilos bastonetes,

segmentados, linfécitos, monacitos,

eosinofilos e plaquetas) ndo apresentaram

3.3.2-Grupo 2
O grupo ndo submetido a banhos
quinzenais apresentou diferenca

estatisticamente significativa apenas nos

seguintes parametros e tempos, também

a) Hemoglobina
TO — T3 (p<0,05)

Os demais parametros (leucécitos totais,

neutrofilos bastonetes, neutrofilos

segmentados, linfécitos, mondacitos,

3.4 — Bioquimica
3.4.1 - Grupo 1

Houve diferenca estatistica significativa nos

seguintes parametros e tempos, embora

T3 - T7 (p<0,05)
diferencas estatisticamente significativas
entre os tempos desse grupo (Gréficos 16 a
27).

com os valores dentro dos limites da
normalidade para a espécie (Gréficos 16 a

27):

b) VCM

T3 - T6 (p<0,05)

T3 - T7 (p<0,05)

eosindfilos e plaquetas) ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas

entre os tempos desse grupo.

estejam ainda dentro dos limites da

normalidade para a espécie:



a) ALT

TO -T8 (p<0.01)
T2 - T8 (p<0,05)
T4 - T8 (p<0,001)
T6 - T8 (p<0,01)

b) Ureia

Os demais parametros mensurados (AST,

fosfatase alcalina, proteinas totais,
3.4.2 — Grupo2

Ocorreu diferenga estatistica apenas no
seguinte parametro e tempos, embora
a) Ureia

T1-T4 (p<0,01)

T1-T5 (p<0,01)

Nos demais parametros (ALT, AST,
alcalina, totais,

fosfatase proteinas

albumina, globulinas e creatinina) néo

T2 -T5 (p<0,05)
T2 - T6 (p<0,001)
T6 - T7 (p<0,05)
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¢) Creatinina
T1-T8 (p<0,01)
T2 - T8 (p<0,01)
T4 - T5 (p<0,01)
T4 - T8 (p<0,001)
T6 - T8 (p<0,05)
T7 -T8(p<0,05)

albumina, globulinas) nao apresentaram

diferenca significativa (Graficos 28 a 35).

estejam ainda dentro dos limites da

normalidade para a espécie:

houve diferenca entre os tempos (Graficos
28 a 35).

Graficol6 - Médias do hematécrito(%) dos animais dpupo, por tempo.
60 —
g PN ——
§ 20 e Grupo 1
0
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Gréfico 17 - Médias da contagem de hemacias(milhdig$) dos animais, por tempo.
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Gréfico 18 -Médias da hemoglobina (g/dl) dos aismyaor tempos.
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Gréfico 19 - Médias do volume corpuscular médio MWCfl) dos animais, por tempo.
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Gréfico 20 - Médias da concentracdo de hemoglatmnauscular média (CHCM) (%), por
tempo.
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Gréfico 21 - Médias da contagem de leucdcitos @natais, por tempo.
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Gréfico 22 - Médias da contagem dos neutréfilosdmeses (/mrf) dos animais, por tempo.
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Gréfico 23 - Médias da contagem dos neutréfilgsrentados (/mf) dos animais, por tempo.
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Gréfico 24 - Médias da contagem de eosindfilos (fratas animais, por tempo.
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Gréfico 25 -Médias da contagem dos linfécitos (Antos animais, por tempo.
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Gréfico 26 -Médias da contagem dos mondcitos @nams animais, por tempo.
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Gréfico 27 - Médias da contagem das plaquetas {ymios animais, por tempo.
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Gréfico 28 - Médias correspondentes as dosageAkTémg/dL) dos animais, por tempo.

Gréfico 29 - Médias correspondentes as dosageASTé€mg/dL) dos ani

mais, por tempo.
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Gréfico 30 - Médias correspondentes as dosageRA dag/dL) dos animais, por tempo.
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Gréfico 31 - Médias correspondentes as dosagemsatdeinas totais (g/dL) dos animais, por

tempo.
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Gréfico 32 - Médias correspondentes as dosagealbdmina (g/dL) dos animais, por tempo.
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Gréfico 33 - Médias correspondentes as dosagegiwblelina (g/dL) dos animais, por tempo.
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Grafico 34 - Médias correspondentes as dosageusede(mg/dL) dos animais, por tempo.
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Gréafico 35 -Médias correspondentes as dosagenedenina(mg/dL)dos animais, por tempo.
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4 — Discusséo

A coleira impregnada com deltametrina 4%
€ utilizada como meio de prevencgéo da LV,
diversos  estudos

demonstrada  por

realizados em diferentes paises
(MAZLOUMI GAVGANI et al., 2002;
REITHINGER et al., 2003; FERROGLIO
et al., 2008). No estudo realizado por
Mazloumi Gavgani et al (2002), no Irda, a
soroconversdo de criancas e caes foi
avaliada em vilas nas quais todos os caes
recebiam a coleira e em outras nas quais 0s
cées nao receberam a coleira. Nas vilas nas
quais a coleira foi utilizada, houve redugéo
significativa da soroconverséo de criangas e

cdes. De acordo com os autores, a coleira

demonstra capacidade de proteger os caes e

a comunidade, reduzindo o risco de
infeccdo porL. infantum Entretanto, a
efetividade dependeria da importancia dos
reservatorios silvestres e do uso massivo
(MAZLOUMI
GAVGANI et al., 2002). De acordo com

Reithinger et al. (2004), o uso da coleira

pela comunidade

impregnada com deltametrina 4% pode ser
uma alternativa ao exterminio de céaes no
Brasil, embora o impacto seria dependente
da cobertura de uso e taxa de perdas.

Alguns autores relatam que elevada taxa de
protecdo sb seria obtida com o uso da

coleira em massa, em caes infectados ou



ndo, e ndo ha protecdo tado eficaz quando o
uso € individual (MAROLI et al., 2001).
Entretanto, a protecao individual do cédo
deve ser uma preocupacdo do médico
veterinario e do proprietario devido a
importancia da patologia, uma vez que em
grande parte dos casos seja fatal e que os
proprietarios optam muitas vezes pela

eutanasia do animal. A importancia da
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doenca na medicina veterinaria € ofuscado
pelo fato de cées serem 0s reservatorios de
L. infantum que causa a LV em humanos.
Portanto, frequentemente as tentativas de
controlar a doenca em cées visam a reducao
do risco de infeccdo para o homem, ao
invés de simplesmente protegerem os caes
(KILLICK-KENDRICK et al., 1997).

4.1 — Comparagéao dos efeitos entre os tempos,rppog

O G1

estatisticamente significativas entre o0s

ndo apresentou diferencas

tempos, enquanto o G2 apresentou
diferencas apenas quando comparados o
T21 e o T120. Os resultados do presente
estudo ndo refletem aqueles dos outros
trabalhos realizados com a coleira
impregnada com deltametrina. No estudo
de David et al. (2001), a mortalidade de
fleb6tomos chegou a 96% (quarta semana)
e caiu 35% na trigésima quinta semana,
com

reducdo gradual apenas apds a

vigésima segunda semana apos a aplicacéo.

Segundo outros autores, a coleira
impregnada com  deltametrina 4%
apresentou mortalidade de 30%

(REITHINGER et al., 2001). Apd6s 8 dias
de uso da coleira, Halbig et al. (2000) n&o
observaram diferengas estatisticas entre os
cées ndo tratados e os tratados, apos 7 horas
de exposicao aos fleb6tomos. De acordo
com Killick-Kendrick et al. (1997), nédo

houve diferenga estatistica na mortalidade
de fleb6tomos entre os cées tratados e os
ndo tratados apds 7 dias de uso, resultado
semelhante ao observado por Halbig et al.
(2000).

Para o efeito repeléncia, o G1 apresentou
diferenca estatisticamente  significativa
apenas quando comparados os resultados
do momento anterior
tratamento (TO) e 120 dias apo6s (T120),
respectivamente, 71,1% e 94,3%. Para o G
2,

estatisticamente significativas entre os

a aplicacdo do

ndo foram verificadas diferencas

tempos, incluindo TO. As taxas encontradas
na literatura sdo variaveis. No estudo de
Halbig et al. (2000), apesar do curto

periodo de uso da coleira pelos caes, houve
reducdo na alimentagéo dos fleb6tomos em
torno de 80% |,

encontrado por David et al. (2001), quando

resultado distinto ao

a inibicdo da alimentacdo chegou a 100%

apés 8 a 12 semanas de utilizacdo. De



maneira similar, o maior efeito repeléncia
encontrado por Reithinger et al. (2001) foi
ap6s 8 semanas de utilizacdo, embora em
proporcdo menos expressiva (69%).

Todos os estudos (KILLICK-KENDRICK

et al., 1997; HALBIG et al., 2000; DAVID

et al.,, 2001; REITHINGER et al.,, 2001)
utilizaram como gaiolas semelhantes a
utilizada no presente trabalho, permitindo
exposicdo de todo o corpo do animal aos
fleb6tomos soltos em seu interior, embora
apresentassem diferencas entre espécies
utilizadas, se criadas em laboratério ou
capturadas previamente ao experimento,
entre o tempo de exposi¢cdo. Apenas um
estudo utilizouL. longipalpis obtidas de
colénia fechada (DAVID et al., 2001),
enquanto  outros utilizaram  vetores
encontrados apenas no Velho Mundo, do
género (KILLICK-
KENDRICK et al., 1997; HALBIG et al.,

2000; REITHINGER et al., 2001). Tal

Phlebotomus

diferenca pode refletir nos resultados
observados, uma vez que espécies
diferentes podem apresentar

4.2 — Comparacao entre os grupos G1 e G2
Nao ha, atualmente, nas bases de dados
consultadas e na revisdo bibliografica
realizada, trabalhos que avaliaram o
desempenho da coleira impregnada com
4% Killik-

Kendrick et al. (1997) considerou em sua

deltametrina apos banhos.
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comportamentos distintos de alimentacéo.
Quando compara-se apenas 0 estudo
(DAVID et al., 2001) que utilizou a mesma
espécie que o presente trabalho, foram
observadas diferencas expressivas nos
resultados dos dois efeitos (inseticida e
repeléncia) que podem ser devido a outros
fatores referentes as metodologias, como
tempo de exposicdo aos fleb6tomos.
Quarenta minutos foi o tempo determinado
para exposicdo dos cdes aos flebétomos
neste trabalho, enquanto em outros o tempo
podia chegar a 7 horas (HALBIG et al.,
2000; REITHINGER et al., 2001) ou 2
horas (KILLICK-KENDRICK et al., 1997;
DAVID et al., 2001). Um tempo maior de
exposicdo permite aos flebétomos mais
oportunidades de alimentagdo, bem como
mais contato com o agente utilizado nas
coleiras, proporcionando provavelmente
maior exposicao e, portanto, efeitos mais
expressivos que aqueles encontrados no

presente estudo.

metodologia que os cées utilizados em seu
estudo, por terem acesso a area externa,
exposta as intempéries, estavam em

condi¢cdes semelhantes as enfrentadas por
caes de caca, cdes de guarda e outros que

vivam em areas externas. No presente
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estudo, além do acesso as areas externas e no G2 as taxas foram de 9 e 51% e, no G1,

expostas as chuvas, os cédes do G1 foram

banhados com xampu neutro
quinzenalmente; outros seis cdes do G2)
nao foram banhados mas possuiam acesso a
areas externas. As condi¢des as quais o G1
foi submetido podem ser consideradas mais
naturais no cenario brasileiro atual, no qual
0s proprietarios banham seus animais em
intervalos quinzenais ou mesmo semanais.
Quando comparados entre si, observou-se
efeito repeléncia melhor no G1 que no G2;
situagcdo oposta para o efeito inseticida, no
qual o G2 mostrou melhores resultados. A
diferenca nos resultados, com a repeléncia
melhor no G1, pode ser devido a algum
do

auxiliando na repeléncia ou a reducdo das

produto na composi¢cédo xampu
secrecdes e odores dos caes, retirados a
cada banho, reduzindo a atratividade do c&o
para os fleb6tomos.

No periodo anterior a colocacdo da coleira
impregnada com deltametrina 4% (TO), o
G2

significativamente maior que o G1. Os

apresentou mortalidade
grupos foram expostos aos flebétomos em
dias distintos, nos quais a condicdo de
umidade e temperatura, as geragcbes de
flebétomos distintas, podem ter exercido
influéncia externa sobre o resultado obtido.
Aos 21 e aos 60 dias de uso da coleira,
obteve-se mortalidade

diferencas na

estatisticamente significativas, sendo que

de 7 e 2%, respectivamente. No estudo de
Killick-Kendrick et al. (1997), o mesmo
efeito variou de 25 a 64%, no periodo de
duas a 34 semanas, resultados semelhantes
aos observados nesse estudo. Entretanto,
ndo  foram observadas  diferencas
significativas nos demais tempos avaliados,
entre 0s grupos.

No efeito repeléncia, o G1 apresentou
melhores resultados quando comparados os
tempos 0, 7 e 21 (45%, 40% e 56%,
respectivamente) aos respectivos do G2.
Nos demais tempos, ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativasentre os
grupos. Entretanto, a repeléncia méxima foi
observada no T21, de 56%, resultado muito
aguém do encontrado em outro estudo, no
qual o valor foi de 96% (KILLICK-
KENDRICK et al., 1997).

Algumas diferencas sdo encontradas
quando este estudo e o de Killick-Kendrick
et al. (1997) sdo comparados, dentre elas a
de

no

espécie fleb6tomo  utilizada,L.

longipalpis presente  estudo e
Phlebotomus perniciosusio de Killick-

Kendrick et al. (1997) e a diferenca no
periodo de exposicdo dos cdes aos
fleb6tomos: 40 minutos e 2 horas,
respectivamente. Diferencas na biologia e
comportamento de espécies distintas de
flebétomos, assim como diferencas de

temperaturas e umidades, podem



influenciar nas diferencas de resultados
observados.

O banho e a exposi¢do a agentes quimicos
pode reduzir em até 8% a eficacia da
coleira, conforme Polonko (Comunicacao
Pessoal, 2012), a cada exposicdo a esses
fatores. O G1 foi banhado a cada 15 dias e,
no entanto, apresentou melhor capacidade
em reduzir a alimentacédo das fémeas que o
grupo sem banho e pior desempenho no
efeito inseticida, com menor numero de
fleb6tomos mortos quando comparado ao
G2. Tal diferenca entre os grupos pode
significar que alguma substancia adjuvante
presente no xampu ou, ainda, a auséncia de
acumulo de secrecdes e odores especificos

dos cées que poderiam atrair os flebétomos,

4.3 — Efeito inseticida em fémeas ingurgitadas

4.3.1 — Fémeas ingurgitadas e mortas
Diversos estudos avaliaram a capacidade da
coleira impregnada com deltametrina 4%
de, falhando em impedir a alimentacédo da
sua morte (KILLICK-
KENDRICK et al., 1997; DAVID et al.,
2001; REITHINGER et al., 2001). No

presente estudo,

fémea, causar

ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os tempos do
G1, mantendo pequena a taxa de fémeas
ingurgitadas e que morriam em seguida. No
G2, no entanto, houve diferenca entre os
tempos TOe T7, T7 e T21 e, por fim, T7 e
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poderiam ser incriminados pelo aumento da
repeléncia no grupo banhado. Outros
estudos para elucidar se ha essa influéncia
e, se houver, qual o responsavel, sdo
necessarios. As diferencas observadas entre
0s grupos podem significar que a coleira
impregnada com deltametrina possui seu
efeito inseticida perde-se mais facilmente
com a exposicdo a agentes quimicos com
do

rapida que a da

frequéncia. A diminui¢éo efeito

inseticida foi mais
repeléncia, conforme observado por David

et al. (2001). Os mesmos autores relatam
gue, aparentemente, para a repeléncia ha
necessidade de menor quantidade de

piretroide que para o efeito inseticida.

T60. Os tempos TO, T21 e T60 ndo

apresentaram fémeas ingurgitadas e mortas.
Os resultados obtidos demonstram pequena
associacédo entre os efeitos, diferente do que
outros autores observaram. Nas primeiras
16 semanas, 100% das fémeas ingurgitadas
morreram, com queda para 35% apds 35
semanas (DAVID et al., 2001). Reithinger

(2001)

combinada estatisticamente significativa

et al. relatou que houve acéo

entre os efeitos no primeiro e segundo

meses apoés a colocagdo da coleira, quando



comparados a outros inseticidas como a
Para Killick-

Kendrick et al. (1997), as poucas fémeas

permetrina e o fention.

que sobreviveram em seu estudo apos terem
se alimentado provavelmente nao tiveram
contato com o inseticida. Os autores
sugerem que isso pode ter ocorrido caso as
fémeas tenham se alimentado na lingua dos
caes, expostas na exposi¢cao para garantir a
paténcia das vias respiratorias. No estudo
ora realizado, os caes foram sedados mas
ndo permaneciam com a lingua pendente
durante o periodo da exposigéo, podendo os
insetos terem sido expostos ao principio
ativo mas néo sofreram qualquer dos efeitos
(repeléncia ou inseticida).

De acordo com David et al. (2001) em seu

estudo, a circulacdo do parasita no ciclo de

4.3.2 — Fémeas ingurgitadas e vivas
Conforme exposto nos resultados, apenas
TO, T7 e T21 apresentaram diferencas
significativas (p<0,0005). No momento TO,
Gl

fémeas

antes da colocacdo da coleira,

apresentou maior relagcdo de
alimentadas e sobreviventes, enquanto nos
demais tempos T7 e T21, nos momentos
determinados pelo fabricante como inicio e
pico de acgéo, respectivamente, G2 manteve
mais fémeas ingurgitadas e vivas. Nos
demais momentos, dois

0s grupos

apresentaram resultados semelhantes e néo
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transmiss@o pode ser reduzida de maneira
significativa quando o cdo € o principal
reservatorio pois apenas 1% das fémeas de
flebotomos que se alimentaram,
sobreviveram.
Entre os grupos, ndo houve diferenca
estatistica significante quando comparados
nos tempos 7, 21, 90 e 120. No T60, nao foi
possivel realizar o Qui-quadrado pois ndo
havia qualquer fémea ingurgitada e morta
nos dois grupos, deixando uma das colunas
em branco. J& no TO, houve diferenca
significativa (p<0,0001) entre o grupo 1 e
grupo 2 (19 e 0%,

embora nesse momento os cdes ainda nao

respectivamente),

usassem a coleira impregnada com

deltametrina.

estatisticamente significativos (Gréficos 12

e 13).

Diferente do exposto por David et al.
(2001), mais de 1% de fémeas
sobreviveram em todos o0s tempos,

prejudicando a capacidade da coleira
4%

promover adequada protecéo individual ao

impregnada com deltametrina em
céo, além de ndo impedir adequadamente a
circulagdo do parasito no ciclo de
transmissao.

Outros estudos (KILLICK-KENDRICK et

al., 1997, REITHINGER et al., 2001)



possuem resultados distintos ao observado
no presente trabalho, no qual houve maior
porcentagem de fémeas sobreviventes e
ingurgitadas. Embora nos tempos 60, 90 e
120 ndo foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas, o nUmero de

fémeas vivas e ingurgitadas compromete a

4.4 — Exames laboratoriais

Os resultados de hemograma e bioquimica
dos cées dos dois grupos ndo apresentaram
alteracdes, em sua média, em relacdo aos
valores normais para a espécie (Anexo 6;
Gréficos 13 a 32).

Nao ha teste diagnostico ou alteragdo
caracteristica que possa confirmar a
intoxicagdo de c&es por piretroides ou
piretrinas. Através da exposicdo dérmica, o

principal efeito adverso observado é a

parestesia, presumivelmente por
hiperatividade das fibras  nervosas
sensoriais  cutaneas. Em  exposicbes

5 — Conclusdes
1 — A coleira impregnada com deltametrina
4% do

inseticida em animais banhados (G1)

apresenta diminuicao efeito
guinzenalmente, além do mesmo n&o ter
sido significativo ao longo do periodo de
estudo. A reducdo do efeito inseticida

também compromete a capacidade da
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seguranca do cdo. Em nenhum momento
ndo houve, em qualquer um dos grupos,
mortalidade de 100% ou de 1% das fémeas
expostas e ingurgitadas, conforme relatam
Reithinger et al. (1997) e David et al.
(2001), respectivamente (Grafico 13).

crénicas em experimentos, foram

observados mialgia, astenia, irritacdo
dérmica e o desenvolvimento de ansiedade
e irritabilidade (ANADON et al., 2009). Os
do

apresentaram sinais adversos durante todo o

animais presente  estudo néo
periodo experimental, demonstrando ser um
produto seguro para utilizagdo. A auséncia
de alteracbes laboratoriais confirma a

seguranca do uso de deltametrina em cées
que, conforme literatura € um piretroide

com reduzida toxicidade para essa e outras

espécies (ANADON et al., 2009).

coleira impregnada com deltametrina 4%
em causar a morte de fémeas ingurgitadas.
2 - No G2,

resultados significativos para a repeléncia, e

nao foram observados

reduzido efeito inseticida por todo o

periodo de experimentacao



3 — A sobrevivéncia de fémeas ingurgitadas
compromete a protecdo individual do céo
pois ndo ha interrupcdo do ciclo de
transmissdo entre o flebétomo e o céo.
Deste modo, um cdo que utiliza a coleira
impregnada com deltametrina 4% ainda
pode ser picado pelo fleb6tomo e transmitir
Ha

comprometimento na protecao individual

ou infectar-se com a doenca.
do céo que utiliza a coleira e de caes que
ndo a utilizam, uma vez que um fleb6tomo
infectado e sobrevivente pode transmitir
aos outros a doenga em um repasto
sanguineo.

4 — A coleira impregnada com deltametrina
4% ndo apresentou curva previsivel em
nenhum dos efeitos estudados, com
resultados inconsistentes durante o periodo

de estudo.
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5 — Os cades ndo apresentaram efeitos
adversos ou alteracdes laboratoriais com o
uso da coleira impregnada com
deltametrina 4% durante o periodo do
experimento.

6 — Ha necessidade de estudos de outros
métodos de prevencdo da doenca para
assegurar a protecao individual do cédo, uma
vez que o0 uso da coleira impregnada com
deltametrina 4% n&o demonstrou efeitos

repeléncia e inseticida consistentes.
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CAPITULO 4: Avaliacio dos efeitos inseticida imedito e repeléncia da permetrina 65% e

de sua associacdo com deltametrina 4%

leishmaniose visceral canina

1. Introducédo

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma
zoonose de distribuicdo mundial podendo
ser causada por protozoarios do género
LeishmaniaNo Brasil o agente etiolégico é

a Leishmania (Leishmania) infantum
(GONTIJO e MELO, 2004).

A LV é transmitida por fémeas de dipteros
pertencentes a familia Psychodidag
subfamilia Phebotominae conhecidos
genericamente por flebotomineos. As
espécies transmissoras sao Latzomyia
longipalpise Lutzomyia cruzisendo que no
Brasil a transmissao pela longipalpisé a
mais importante por ser a espécie
predominante nos focos da doenca no pais
(BELAVILACQUA, 1999; GONTIO e
MELO, 2004).

Endémica em mais de 70 paises, a LV esta
presente em regides do sul da Europa,
Africa, Asia, Américas do Sul e Central e
Estados Unidos. Com mais de 350 milhdes
de pessoas em risco e incidéncia estimada
de 2 milhdes de novos casos por ano, a
doenca também €& uma preocupacdo
importante em paises ndo endémicos, onde
infectados

cdes importados doentes ou

podem  constituir  problema  saude

veterinaria e  publica  (SOLANO-
GALLEGO et al. 2009).
A LV

eminentemente rural e, mais recentemente

inicialmente  possuia carater

sobre flebottneos transmissores da

e grande porte. A doenca apresenta ampla
distribuicdo geogréfica, envolvendo as
regides Norte, Nordeste, Centro Oeste,
Sudeste e Sul. A partir dos anos 90, os
estados como o Para, Tocantins, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo
passaram a influenciar significativamente
nas estatisticas da doenca no Brasil
(GONTIJO e MELO, 2004; BRASIL,
2006). A LV é uma enfermidade emergente
com aumento significativo do numero de
casos e elevada letalidade, podendo afetar
criancas desnutridas, idosos e pessoas
portadoras do virus da Imunodeficiéncia

Adquirida. Por tais motivos, a criagdo do

programa nacional de controle da
leishmaniose visceral foi necessaria
(GONTIJO e MELO 2004; BRASIL,
2006).

A Regido Metropolitana de Belo Horizonte
apresentou uma expansao de casos da LV,
introduzida a partir de um municipio
vizinho com aumento do numero de casos
humanos e caninos, ilustrando desta forma
0 processo de urbanizacdo da doenca
(GONTIJO e MELO, 2004; COSTA VAL,
2004).

O cao (Canis familiari9 é uma das
principais fontes de infeccdo na area

urbana, sendo importante alvo nas

estratégias de controle, uma vez que a

expandiu-se para as areas urbanas de médio infeccdo em cées € mais prevalente do que



no homem. Ja os reservatorios no ambiente
silvestre sdo os marsupiaisDidelphis
albiventrig e as raposa®(sicyon Vetulus
Cerdocyon Thoys (GONTIJO e MELO,
2004; BRASIL, 2006).

A utllizacdo de produtos a base de
permetrina aplicados diretamente nos cées
tém demonstrado elevada capacidade letal e
repelente para fleb6tomos durante periodos
de 15 a 30 dias; entretanto sua efetividade
depende da adesdo do proprietario, pois
requer reaplicacbes frequentes. Como
medida de salude publica, a aplicacdo de
produtos a base de permetrina nos animais,
a cada 15 a 30 dias, torna-se inviavel
(CAMARGO-NEVES et al,, 2004). No
Brasil, estudos concluiram que a utilizacéo

de coleiras com deltametrina a 4% é mais

2. Material e métodos
Os procedimentos com os cdes foram
aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da Universidade

2.1 — Animais
Para este experimento foram utilizados oito
cdes sem raca definida, machos e fémeas,

castrados e com o0 peso médio de dez a

15kg.
Os cdades foram mantidos em canis
individuais, com abrigo contra as

intempéries e com éarea descoberta para
exercicios e descanso. Foram submetidos a
enriguecimento ambiental através do uso de
ossos de raspa de couro, escovacgoles,

passeios e brincadeiras.
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efetiva que a eutanasia de caes
soropositivos, (CAMARGO-NEVES et al.,
2005; GLASSER, 2005)

Objetivou-se, através deste trabalho, avaliar
a eficiéncia repelente e inseticida da
permetrina 65% em aplicagbes consecutivas
por 3 meses e a sSua associagdo com a
coleira impregnada com deltametrina 4%.
Considerou-se, no presente estudo, que o
efeito repeléncia é definido pela capacidade
do produto em impedir a alimentacdo de
fémeas de flebétomos e, o inseticida, a
capacidade em matar fleb6tomos machos e
fémeas, ingurgitadas ou ndo. Para este
considerou-se fémeas

trabalho, que

ingurgitadas e mortas encaixavam-se

apenas no efeito inseticida.

Federal de Minas Gerais (CETEA UFMG
processo n’° 315/2012).

A alimentacdo (Pedigree Adultos Carne e
Vegetais® Mars) e agua eram fornecidas a
vontade e o ambiente mantido limpo
diariamente.
Previamente ao inicio do experimento,
todos os cdes foram submetidos a exame
fisico completo, hemograma e provas
bioguimicas de fun¢éo renal e hepatica para
assegurar sua saude. Todos eram
soronegativos nos exames de Leishmaniose,
em ambas as técnicas empregadas (RIFI e

ELISA).



2.2 — Flebotomineos

Foram utilizados machos e fémeas de
Lutzomyia longipalpigrovenientes de uma

colénia fechada do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de
Minas Gerais.

A coldnia foi iniciada com exemplares

capturados na cidade de Piaui, Teresina,

Brasil. Eram mantidos em gaiolas do tipo

2.3 — Inseticidas
Foram utilizados dois produtos com
capacidades inseticida e repelente a base de
piretroides sintéticos.

O primeiro produto era a base de
permetrina 65% de uso tépico para cées,
apresentado como repelente do
flebotomineos do génetaitzomyia contra
ctenocafalidiose e infestagéo por carrapatos.
Era aplicado na pele dos cées ap0s os pelos
terem sido afastados. A reaplicagdo ocorria
apo6s 30 dias. Se o céo possuia mais que 15
kg, duas pipetas eram utilizadas conforme

recomendacdes do fabricante.
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CDC e alimentados com solucédo glicosada,
em um ambiente com temperatura e
umidade controladas. As fémeas realizavam
0 repasto sanguineo em hamsters
previamente anestesiados. Os insetos foram
criados segundo a metodologia e condigdes
descritas por Modi e Tesh (1983) e Gontijo

(Comunicacéo pessoal, 2001).

Utilizou-se também uma coleira
impregnada com deltametrina 4% (2 ou 12),
gue consistia de uma faixa branca de 65cm
de de

polivinilclorido (PVC) e impregnadas com

comprimento, constituidas
40mg/d de deltametrina. Foram colocadas
de acordo com a recomendacdo dos
fabricantes, deixando um espaco de dois
dedos entre a coleira e o pescoco do
animal. O excesso de coleira era cortada a

uma distancia de 5cm da trava.

2.4 — Gaiola para exposic¢ao dos caes aos flebotosun

Para alimentacéo nos caes, 0s
flebotomineos foram soltos em uma gaiola
idealizada para este experimento. A gaiola
consistia em uma armacdo de metal em
formato retangular, com 70 cm de altura,
70cm de largura e 180 cm de comprimento.
Preso a armacdo em suas extremidades,
havia uma camara feita com tecido tule liso
da

armacdo de metal. Porém, a extremidade

tradicional nas mesmas medidas

direita era fechada com ziper e possuia uma
extensdo de tecido de 50 cm que permitia
seu fechamento por um corddo de tecido.
Na extremidade esquerda havia também
uma extensdo de tecido de 50 cm que era
fechada por um cordao apos

posicionamento dos cdes e antes da
liberacdo dos flebotomineos, de modo a
impedir fugas. Na lateral foram feitos duas

mangas para 0 exterior, de 7cm de



didmetro, para que o interior da gaiola
pudesse ser acessado sem risco de fuga de

flebotomineos.

2.5 — Tratamentos
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Os cdées foram expostos aos fleb6tomos nos seguicteentos:

TO

medicamento a base de permetrina 65%;

Antes da aplicacdo do

T30 — 30 dias ap6s a primeira
aplicacdo do produto a base de permetrina
65%;

T60 — 30 dias apdés a segunda
aplicacdo do produto a base de permetrina
65%;

Apés cada exposicdo dos cdes aos

flebétomos, os animais recebiam a
aplicacdo de nova dose de permetrina 65%
de acordo com o peso e a recomendacgédo do
fabricante. Deste modo, em TO os caes
da

permetrina 65%; em T30 receberam a a

receberam a primeira aplicacédo

T90 — 30 dias apdés a terceira
aplicacdo do produto a base de permetrina
65%;

T111 — 21 dias apds a associacdo da
guarta aplicacdo a base de permetrina 65%
com a coleira impregnada com deltametrina
4%.

segunda aplicacdo; em T60, a terceira
aplicacdo e, em T90, receberam a quarta e
ultima aplicacdo do produto. No T90, apds
a aplicacdo de permetrina a coleira
4%

impregnada com deltametrina foi

colocada nos animais.

2.5.1 — Procedimento de sedacgéo e exposicao desecadlebotomos

Os céaes foram sedados com a associacéo de
(Acepram 0,2%®
Vetnil) na dose de 0,05mg/kg e cloridrato
(Cloridrato  de

Petidina® ampola de 2ml com 100mg

acepromazina 0,2%

de petidina 50mg/ml

Unido Quimica) na dose de 5mg/kg, por via
intra-muscular.

Apbs a sedacédo, os caes eram posicionados
em decubito lateral direito no interior da
gaiola para exposicdo e os fleb6tomos
soltos no interior da gaiola. Permitiu-se o

contato entre cdes e insetos durante 40

minutos, em ambiente com reducdo de

luminosidade. Apds este periodo, o0s
fleb6tomos foram aspirados com auxilio de
um aspirador de carro de baixa poténcia,
adaptado com uma extensdo de cano de
PVC de 30cm. Foram soltos em uma
de CDC e

posteriormente Apdés a

miniatura armadilha
congelados.
aspiracao de todos os fleb6tomos vivos e
sua soltura na armadilha, o cdo teve seu
pelame aspirado, bem como o chdo da

gaiola adaptada, para recolhimento dos



flebétomos mortos. O céo foi retirado e,
apos recuperacdo da sedacgdo, levado de

volta ao canil individual.

2.6 — Classificagéo dos flebotomineos

Os insetos foram separados entre vivos e
mortos, machos e fémeas e, entre as fémeas,
ingurgitadas ou ndo ingurgitadas.

Os

contados, e os resultados eram registrados

flebétomos mortos recolhidos e
em planilha apropriada, correspondente ao
tempo realizado na ocasido (Anexos 8 e 9).
Os fleb6tomos vivos e aspirados foram

congelados previamente a classificacdo,

2.7 — Analises estatisticas
da

homocedasticidade dos dados foi utilizado

Para verificacdo normalidade e

o teste de Kolmogorov e Smirnov.

3. Resultados

3.1 — Efeito inseticida da permetrina 65%

De acordo com os resultados das andlises
estatisticas realizadas, houve diferente
significativa (p<0,01) quando o efeito
inseticida do TO foi comparado ao efeito no
T60, demonstrando que no segundo més
consecutivo de aplicacdo do produto houve
aumento significativo na mortalidade de
fleb6tomos, o quendo ocorre apds a
primeira aplicacdo (T30). Houve diferenca

ainda mais estatisticamente significativa

3.2 — Efeito repeléncia da permetrina 65%
Como observado anteriormente, no efeito

inseticida, observou-se diferenca

estatisticamente  significativa  (p<0,05)
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realizada em machos, fémeasingurgitadas
ou ndo. A contagem final foi registrada em

planilha apropriada, correspondente ao

tempo realizado (Anexos 8 e 10).

Foram consideradas ingurgitadas as fémeas
gue possuiam qualquer quantidade de
sangue em seu abdome, visualizado com
auxilio de um estereoscopio (fig. 7, 8, 9, 10

e 11).

Os dados paramétricos foram analisados
através da Analise de Variancia (ANOVA)
e poés-teste Tukey-Kramer. Realizou-se

também o teste t pareado.

(p<0,001) quando comparados o TO ao T90,
demonstrando novamente que 0 USO
consecutivo do produto permetrina 65%
determina melhora em sua eficacia..
Entretanto, quando comparados os efeitos
entre os tempos T30, T60 e T90 entre si,
foram  observadas

nao diferencas

significativas inseticida do

produto (Grafico 36; Anexo 11).

no poder

guando comparado o TO ao T90, sem

resultados significativos quando outros



tempos foram comparados entre si (Grafico
36; Anexo 11)
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3.3 — Associacéo da coleira impregnada com deltaraet% aos animais em uso de permetrina

65%

AplOs a associacdo da coleira impregnada
com deltametrina 4% aos caes que
utilizaram permetrina 65% nos 3 meses
anteriores, verificou-se por meio do teste t

pareado que a diferenca na eficacia nos

efeitos repeléncia e inseticida no T90 néo
diferiram significativamente dos efeitos
obtidos no T111, correspondente a 21 dias

apos a aplicagéo da coleira.

Grafico 36 — Médias(%) relativas aos efeitos ircéddi € repeléncia.
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4. Discussao
Poucos estudos foram desenvolvidos para
testar a eficacia dos efeitos repeléncia e
inseticida da aplicacdo topica de permetrina
65% (MOLINA et al., 2001; REITHINGER

et al., 2001; MOLINA et al., 2012) e alguns
atestam sua eficacia como meio de reducéo
de infeccdo em areas endémicas (GIFFONI
et al., 2002; FERROGLIO et al., 2008).
Todos os estudos que avaliaram os efeitos
inseticida e da permetrina 65% (MOLINA
et al.,, 2001; REITHINGER et al., 2001;
MOLINA et al.,

eficiéncia. Entretanto, dois deles utilizaram

2012) demonstraram

a espéciePhlebotomus perniciosusbtidos
em coldnias de laboratorios (MOLINA et
al., 2001; MOLINA et al., 2012) e um deles
utilizou a espécieLutzomyia intermedia

capturada do ambiente. O presente trabalho

utilizou fémeas e machos deutzomyia
longipalpis obtidos em uma colénia
laboratorial. Entretanto, todos os caes foram
expostos aos fleb6tomos da mesma
maneira, através de uma gaiola especifica
para esse fim, porém, o periodo de
exposicao variou de 40 minutos como no
presente estudo, 1 hora (MOLINA et al.,
2001; MOLINA et al.,, 2012) e 7 horas
(REITHINGER et al., 2001).

Molina et al. (2001) obteve 78,5% de
repeléncia no dia 7, variando em seguida de
0 a42,1% do dia 14 ao dia 91. No estudo de
(2001),

na

nao houve
de

alimentacdo dos fleb6tomos no dia 7,

Reithinger et al.

diferenca  significativa taxa

guando comparados aos controles, embora

houvesse sugestdo de reducdo na



alimentacdo de fémeas expostas a caes
tratadas com permetrina 65%. A repeléncia
foi maior nos cées tratados com permetrina
65% no primeiro més, com decréscimo

significativo ao final do segundo més. Ja

em outro estudo, obteve-se protecédo
considerada aceitavel até o dia 22 (67,6%),
tendo sido percebido efeito repelente até o
dia 36 e auséncia de efeito significativo no
dia 43 (MOLINA et al.,, 2012). Houve

(p<0,05)
repeléncia quando comparados TO (29,1%)
e T60 (37,0%). Entretanto, no presente

diferenca  significativa na

estudo, ndo houve a classificacdo das
fémeas mortas em alimentadas e né&o
alimentadas. Esse fato pode ter ocasionado
em um efeito repeléncia superestimado,
uma vez que fémeas alimentadas e mortas
foram classificadas apenas como mortas.

A mortalidade dos fleb6tomos — dito efeito
inseticida — no dia 7 foi de 100% e, no dia
28, foi de 91,8%, embora sua eficacia
reduza gradualmente até atingir 42,2% no
dia 91 (MOLINA et al.,, 2001). Em um
estudo mais recente, demonstrou-se queda

rapida no efeito para 43,2% ap0s 15 dias de

5. Conclusbes
1 — A permetrina 65% apresenta efeito
inseticida de nao

crescente, apesar

estatisticamente significativa, com
aplicacdes consecutivas por 3 meses.

2 — O efeito repeléncia manteve-se com
pouca variacdo durante a aplicacdo

consecutiva por 3 meses.
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uso, embora ainda houvesse diferenca
significativa até o dia 36 em relacdo ao
grupo controle (MOLINA et al., 2012). De
acordo com Reithinger et al. (2001), o
efeito inseticida foi significativamente
aumentado em 11% apOs uma semana de
uso e em 33% apdés um més, sem efeito
significativo apds 2 meses. O presente
estudo observou que houve diferenca
significativa (p < 0,01) quando comparados
0 TO (3,6%) ao T60 (17,1%) eentre TOe o
T90 (p<0,001), respectivamente, 3,6% e
20,8%. Entretanto, ndo houve diferenca no
efeito apds a colocacdo da coleira
impregnada com deltametrina 4%, com o
teste realizado 21 dias ap6s sua colocacgao.
N&o ha, na literatura, estudo que compare a
associacdo da permetrina 65% e da coleira
impregnada com deltametrina 4%, o que
dificulta discussdes Percebeu-se, entretanto,
gue mesmo aos 21 dias, momento em que o
fabricante da coleira alega ser aquele de
maior magnitude do efeito inseticida e do
efeito repeléncia, ndo houve aumento
significativo na repeléncia ou mortalidade

dos fleb6tomos expostos aos cées tratados.

3 — A associacdo do uso de permetrina 65%
com a coleira impregnada a deltametrina
4% ndo demonstrou elevagdes nos efeitos
inseticida e repeléncia..

4 — S80 necessarios aprimoramentos dos
produtos testados para maior eficiéncia no
efeito repeléncia e inseticida, visando a

protecao individual do céo.



4. CONSIDERACOES FINAIS

A

grande importancia na clinica médica, uma

leishmaniose visceral canina possui
vez que compromete a salde dos caes por

ser uma doenca invariavelmente fatal.
Poucos métodos de prevencédo individual
desses cdes foram desenvolvidos e
estudados, destacando-se entre eles, 0 uso
de piretroides sintéticos em forma gmtr

on’ ou em coleiras impregnadas.

No presente estudo a permetrina 65%,
piretroide sintético utilizado como repelente

e inseticida dos flebotomos transmissores
da doenca demonstrou que seu uso pode ser
viavel para protecdo individual do cdo. Os
efeitos repeléncia e inseticida evidenciaram
eficacia crescente quando aplicados em trés
meses consecutivos, embora os resultados
ndo fossem estatisticamente significativos.
Durante todo o periodo de uso e

monitoracao, 0 efeito repeléncia

apresentou-se com pouca variagdo ao longo
do periodo.

Também de acordo com o estudo aqui
exposto, as coleiras impregnadas com
deltametrina 4% utilizadas por 4 meses ndo
apresentam efeitos repeléncia e inseticida

satisfatorios. O produto demonstrou ser
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Anexo 1 — Planilha para registro individual, pang®, e para classificacdo dos flebétomos

MORTOS

Machos

Fémeas alimentadaj Fémeas nao alimentada

Subtotal Mortos

Cao 1l

Cao 2

Cao 3

Cao 4

Cao 5

Cao 6

Cao 7

Céao 8

Cao 9

Cao 10

Cao 11

Cao 12

Total Mortos:

VIVOS

Machos

Fémeas alimentadaj Fémeas ndo alimentada

Subtotal Vivos

Cao 1l

Céo 2

Cao 3

Cao 4

Cao 5

Cao 6

Cao 7

Cao 8

Cao 9

Céo 10

Cao 11

Cao 12

Total Vivos:
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Anexo 2 - Numero de flebétomos utilizados parawéldas porcentagens - Efeito inseticida -
Grupo 1

TO Totaft Mortos %
Cao 1l 104 1 0,96
Cao 2 68 0 0
Cao 3 78 3 3,8
Cao 4 46 0 0
Cao 5 83 1 1,2
Cao 6 78 0 0
T7 Totaft Mortos %
Cao 1l 85 2 2,3
Cao 2 54 6 11,1
Cao 3 68 20 29,4
Cao 4 44 3 6,8
Cao 5 45 9 20,0
Cao 6 52 20 38,4
T21 Totaft Mortos %
Cao 1l 68 8 11,7
Cao 2 59 7 11,8
Cao 3 31 2 6,4
Cao 4 58 13 22,4
Cao 5 57 0 0
Cao 6 52 7 13,4
T60 Totaft Mortos’ %
Cao 1l 33 0 0
Cao 2 87 4 45
Cao 3 81 8 9,8
Cao 4 60 3 5,0
Cao 5 78 1 1,28
Cao 6 55 0 0
T90 Total' Mortos’ %
Cao 1l 97 7 7,2
Cao 2 61 9 14,7
Cao 3 58 12 20,6
Cao 4 90 8 8,8
Cao 5 112 5 4.4
Cao 6 27 8 29,6
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T120 Total Mortos’ %
Céo 1 69 10 14,4
Céo 2 106 17 16,0
Céo 3 117 16 13,6
Cao 4 145 8 5,5
Céo 5 79 12 15,1
Cé&o0 6 151 7 4,6

1-fleb6tomos machos e fémeas no tdtdlebdtomos machos e fémeas mortos



Anexo 3 - Numero de flebétomos utilizados parawéldas porcentagens — Efeito inseticida —
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Grupo 2

TO Totaft Mortos %
Cao 7 64 8 12,5
Cao 8 43 5 11,6
Cao 9 65 13 20,0
Cao 10 65 0 0
Caéo 11 10 1 1,0
Cao 12 43 10 23,2
T7 Totaft Mortos %
Cao 7 45 15 27,2
Cao 8 64 14 21,8
Cao 9 62 13 20,9
Céo 10 21 1 4.7
Cao 11 63 8 12,6
Cao 12 53 5 9,4
T21 Totaft Mortos %
Cao 7 56 15 26,7
Cao 8 16 8 50,0
Cao 9 11 5 45,4
Caéo 10 41 8 19,5
Caéo 11 41 6 14,6
Cao 12 45 4 8,8
T60 Totaft Mortos’ %
Cao 7 53 11 20,7
Cao 8 34 10 29,4
Cao 9 51 16 31,3
Céo 10 42 5 11,9
Cao 11 92 18 19,5
Cao 12 41 4 9,7
T90 Total' Mortos %
Cao 7 93 6 6,4
Cao 8 60 15 25,0
Cao 9 114 20 17,5
Cao 10 72 9 12,5
Cao 11 115 8 6,9
Cao 12 108 4 3,7
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T120 Total Mortos’ %
Céo 7 100 8 8,0
Céo 8 100 4 4,0
Cé0 9 102 2 1,9
Céo 10 42 6 14,2
Céo 11 135 15 11,1
Céo 12 144 9 6,2

1-fleb6tomos machos e fémeas no tdtdlebdtomos machos e fémeas mortos
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Anexo 4 - Numero de flebétomos utilizados parawéldas porcentagens - Efeito repeléncia -
Grupo 1

TO Total (fémeas) Fémeas nao-alimentadas %

Céo 1l 75 37 49,3
Céo 2 36 31 86,1
Céo 3 48 32 66,6
Céo4 32 21 65,6
Céo 5 43 34 79,0
Céo 6 42 41 97,6
T7 Total (fémeas) Fémeas nao-alimentadas %

Céo 1l 37 33 89,1
Céo 2 22 15 68,1
Céo 3 27 21 77,7
Cédo 4 16 15 93,7
Céo 5 21 20 95,2
Céo 6 30 28 93,3
T21 Total (fémeas) Fémeas nao-alimentadas %

Céo 1l 46 38 82,6
Céo 2 42 38 90,4
Céo 3 18 17 94,4
Cédo 4 42 38 90,4
Céo 5 42 36 85,7
Céo 6 30 26 86,6
T60 Total (fémeas) Fémeas nao-alimentadas %

Céo 1l 25 22 88,0
Céo 2 41 38 92,6
Céo 3 42 33 78,5
Céo 4 35 34 97,1
Céo 5 44 43 97,7
Céo 6 20 20 100
T90 Total (fEmeas) Fémeas ndo-alimentadas %

Céo 1l 46 32 69,5
Céo 2 37 25 67,5
Céo 3 37 34 91,8
Cédo 4 27 22 81,4
Céo 5 59 43 72,8
Céo 6 18 18 100
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T120 Total (fémeas) Fémeas ndo-alimentadas %

Cao 1 31 27 87,0
Cao 2 63 61 96,8
Cao 3 62 59 95,1
Cao 4 71 64 90,1
Cao 5 52 52 100
Cao 6 58 55 94,8




87

Anexo 5 - Numero de flebétomos utilizados parawéldas porcentagens - Efeito inseticida -
Grupo 2

TO Total (fémeas) Fémeas nao-alimentadas %
Céo 7 41 39 95,1
Céo 8 21 18 85,7
Céo 9 29 28 96,5
Céo 10 35 28 80,0
Céo 11 5 4 80,0
Céo 12 25 25 100
T7 Total (fémeas) Fémeas nao-alimentadas %
Céo 7 27 20 74,0
Céo 8 36 27 75,0
Céo 9 28 24 85,7
Céo 10 9 6 66,6
Céo 11 36 27 75,0
Céo 12 41 27 65,8
T21 Total (fémeas) Fémeas nao-alimentadas %
Céo7 31 20 64,5
Céo 8 9 9 100
Céo 9 9 8 88,8
Céo 10 24 17 70,8
Céo 11 21 17 80,9
Céo 12 31 19 61,2
T60 Total (fémeas) Fémeas nao-alimentadas %
Céao7 21 18 85,7
Céo 8 14 13 92,8
Céo 9 23 22 95,6
Céo 10 18 18 100
Céo 11 42 35 83,3
Céo 12 25 24 96,0
T90 Total (fEmeas) Fémeas ndo-alimentadas %
Céo 7 63 56 88,8
Céo 8 37 34 91,8
Céo 9 79 71 89,8
Céo 10 35 34 97,1
Céo 11 66 53 80,3
Céo 12 79 56 70,8
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T120 Total (fémeas) Fémeas ndo-alimentadas %

Cao 7 55 53 96,3
Cao 8 52 52 100
Cao 9 43 42 97,6
Céao 10 23 23 100
Céo 11 81 79 97,5
Cao 12 76 62 81,5




Anexo 7 — Valores de referéncia laboratoriais pagapécie canina.

Hemograma
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Parametro (unidade)

Valor de referéncia

Heméacias (milhdes/min

55-85

Hemoglobina (g%) 12 - 18
Hematdocrito (%) 37 -55
VCM (fl) 60 — 77
CHCM (%) 31-36
Leucdcitos totais (/mm 6000 — 17000
Bastonetes (/mMm 0 — 300
Neutréfilos segmentados (/mn 3000 — 11500
Linfécitos (/mnf) 1000 - 4800
Mondcitos (/mm) 150 — 1350
Eosindfilos (/mm) 100 — 1250

Plaquetas (/mm)

175.000 — 500.000

Parametros Bioguimicos

Parametro (unidade)

Valor de referéncia

Ureia (mg/dL) 20 — 56
Creatinina (mg/dL) 05-15
ALT (U/L) 0-110
AST (U/L) 0—100
FA (U/L) 20 - 156
Proteinas totais (g/dL) 54-75
Albuminas (g/dL) 2,3-3,1
Globulinas (g/dL) 2,7-4,4
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Anexo 7 - Médias obtidas por grupo a cada tempexgesicdo, em porcentagem.

Efeito inseticida

TO T7 T21 T60 T90 T120
Grupo 1 1,0% 17,2% 11,3% 4,0% 11,0% 10,4%
Grupo 2 12,7% 18,1% 21,9% 20,4% 11,0% 7,0%
Efeito repeléncia

TO T7 T21 T60 T90 T120
Grupo 1 71% 86,2% 87,7% 91,7% 77,6% 94,3%
Grupo 2 91% 74% 72% 90,9% 84,6% 94,2%
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Anexo 8 - Planilha para registro e classifica¢a® ftkb6tomos, por céo, por tempo.

T Cédo1l|Céo2| Cédo3|Céo4|Cao5|Cao6| Cao 7| Cao8| TOTAL

Machos

Fémeas Alim.

Fémeas Nao Alim.

Machos Mortos

Fémeas Mortas

Mortos

TOTAL
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Anexo 9 - Numero de flebétomos utilizados parawaldas porcentagens - Efeito inseticida

TO Total' Mortos %
Cao 1 50 4 8
Cao 2 45 5 11,1
Cao 3 58 4 6,8
Cao 4 64 4 6,2
Cao 5 64 3 4.8
Cao 6 50 3 6
Cao 7 65 2 3
Cao 8 54 4 7,4
T30 Totaft Mortos %
Cao 1 71 3 45
Cao 2 60 5 8,3
Cao 3 64 15 23,4
Cao 4 87 8 9,1
Cao 5 69 10 14,4
Cao 6 94 40 42,5
Cao 7 66 6 9
Cao 8 73 4 54
T60 Total' Mortos’ %
Cao 1 141 26 18,4
Cao 2 114 17 14,9
Cao 3 66 24 36,3
Cao 4 112 22 19,6
Cao 5 40 10 25
Cao 6 69 16 23,1
Cao 7 36 11 30,5
Cao 8 67 11 16,4
T90 Totaft Mortos %
Cao 1 56 15 26,7
Cao 2 145 50 34,4
Cao 3 4663 13 28,2
Cao 4 67 10 14,9
Cao 5 63 20 31,7
Cao 6 111 29 26,1
Cao 7 88 17 19,3
Cao 8 82 13 15,8




93

T111 Total Mortos’ %
Cio 1 107 27 25,2
Cao 2 127 23 18,1
Céo 3 82 43 52,4
Céo 4 110 63 57,2
Cdo 5 51 16 31,3
C3o 6 48 20 41,6
Cdo7 52 13 25
Céo 8 50 24 48

1 —Fleb6tomos machos e fémeas / 2 — Fleb6tomo®syonachos e fémeas, alimentadas ou

nao
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Anexo 10 - Numero de flebétomos utilizados parawdéldas porcentagens - Efeito repeléncia

TO Total' N&o alimentadds %
Cao 1 35 28 80
Cao 2 30 5 16,6
Cao 3 32 19 59,3
Cao 4 42 30 71,4
Cao 5 49 45 91,8
Cao 6 37 33 89,1
Cao 7 53 36 67,9
Cao 8 41 37 90,2
T30 Totaft Nao alimentadds %
Cao 1 45 41 91,1
Cao 2 40 36 90
Cao 3 34 22 64,7
Cao 4 45 37 82,2
Cao 5 36 27 75
Cao 6 40 14 35
Cao 7 31 28 90,3
Cao 8 33 31 93,9
T60 Total' N&o alimentadds %
Cao 1 89 66 74,1
Cao 2 69 61 88,4
Cao 3 35 19 542
Cao 4 69 57 82,6
Cao 5 26 20 76,9
Cao 6 39 26 66,6
Cao 7 19 14 73,6
Cao 8 41 33 80,4
T90 Totaft Nao alimentadds %
Cao 1 35 23 65,7
Cao 2 66 45 68,1
Cao 3 27 18 66,6
Cao 4 25 20 80
Cao 5 31 17 54.8
Cao 6 60 37 61,6
Cao 7 53 39 73,5
Cao 8 51 45 88,2
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T111 Total N&o alimentadds %

Cao 1 60 43 71,6
Cao 2 72 56 77,7
Cao 3 32 15 46,8
Cao 4 51 17 33,3
Cao 5 24 17 70,8
Cao 6 37 16 43,2
Cao 7 35 18 51,4
Cao 8 26 15 57,6

1 — Fleb6tomos fémeas / 2 — fémeas ndo alimentadas
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Anexo 11 — Médias em porcentagem (%), por tempativas aos efeitos repeléncia e inseticida

T0 T30 T60 T90 T111

Repeléncia 29,1 29,5 37 30,5 24,6

Inseticida 3,6 11,3 17,1 20,8 28,6




