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RESUMO

Os nematdides gastrintestinais sdo economicamente os parasitas mais importantes
de equinos. Tendo como principal forma para o controle dessas parasitoses o uso de
lactonas macrociclicas, sendo encontradas no mercado apenas em apresentagao
oral para esta espécie. Formulagdes diferentes podem causar alteragdes na atuagao
e eficacia dos principios ativos, o que tornam imprescindiveis estudos
farmacolégicos mais profundos sobre os mesmos. Sendo assim, objetivou-se avaliar
a eficacia e a toxicidade de trés lactonas macrociclicas sob duas vias de
administracao (enteral e parenteral), avaliando-se a presenca de reagao local na
administracao injetavel por meio de imagens ultrassonograficas e termograficas. O
experimento foi realizado no periodo de setembro a novembro de 2019, com a
utilizacdo de 70 equinos, da raca Quarto de Milha, sendo os mesmos divididos em 7
grupos inteiramente casualizados. As drogas utilizadas foram a abamectina (0,2
mg/kg), moxidectina (0,2 e 0,4mg/kg) e a ivermectina (0,2mg/kg) pelas vias
intramuscular e oral. Foram realizadas coletas de fezes para contagem de ovos por
grama de fezes (OPG) e coprocultura para posterior identificagdo de larvas
infectantes nos dias 0, 3, 7, 14, 21, 28, 42, 56 e 70. Os resultados foram analisados
para se obter o percentual da redugdo do numero de ovos por grama de fezes (R-
OPG), utilizando o programa estatistico RESO. Também foram coletadas amostras
de sangue nos dias 0, 3 e 7 para analise da toxicidade, por meio de marcadores
bioquimicos AST, Ureia, Creatinina, CK e LDH. Para a analise de uma possivel
lesdo tecidual pés-aplicagdo do antihelmintico por via intramuscular foram utilizados
métodos de imagem como termografia e ultrassonografia nos dias 0 (antes da
aplicacdo), 3 e 7 (pos-aplicagdo). Os dados foram submetidos a ANOVA e, quando
significativos, as médias foram agrupadas por meio do teste de Tukey a um nivel de
significancia 5%. As drogas administradas por via oral mostraram uma eficacia de
100%, porém os anti-helminticos utilizados de maneira injetavel ndo se mostrou
eficaz em nenhum momento do experimento atingindo reducdes entre 83 e 34%.
Apesar da eficacia observada na administracdo oral dos farmacos, houve PRO
precoce, indicando uma possibilidade de resisténcia. As imagens ultrassonograficas
mostraram que a aplicagao intramuscular das lactonas macrociclicas causaram uma
lesdo no local na aplicagdo, principalmente na moxidectina utilizada em dose
duplicada (70% dos animais), o que nao pode ser observado nas termografia. Os
parametros bioquimicos observados mostraram que n&o houve dano muscular, nem
sobrecarga hepatica. Portanto, os resultados desse estudo permitem inferir que os
anti-helminticos administrados por via oral promoveu controle eficaz contra
nematddeos gastrointestinais, enquanto o tratamento parenteral além de nao ser
eficaz, promoveu lesdo muscular aguda.

Palavras-chave: anti-helmintico, eficacia, reacao local, toxicidade



ABSTRACT

Gastrointestinal nematodes are economically the most important parasites of horses.
The main way to control these parasites is the use of macrocyclic lactones, which are
found on the market only in oral presentation for this species. Different formulations
can cause changes in the performance and efficacy of the active ingredients, which
make deeper pharmacological studies on them essential. Thus, the objective was to
evaluate the efficacy and toxicity of three macrocyclic lactones under two routes of
administration (enteral and parenteral), evaluating the presence of a local reaction in
the injectable administration through ultrasound and thermographic images. The
experiment was carried out from September to November 2019, with the use of 70
Quarter Horse horses, divided into 7 completely randomized groups. The drugs used
were abamectin (0.2 mg / kg), moxidectin (0.2 and 0.4 mg / kg) and ivermectin (0.2
mg / kg) by intramuscular and oral routes. Stool collections were performed to count
eggs per gram of feces (OPG) and co-culture for later identification of infective larvae
on days 0, 3, 7, 14, 21, 28, 42, 56 and 70. The results were analyzed to obtain the
percentage of reduction in the number of eggs per gram of feces (R-OPG), using the
statistical program RESO. Blood samples were also collected on days 0, 3 and 7 for
toxicity analysis, using biochemical markers AST, Urea, Creatinine, CK and LDH. For
the analysis of a possible tissue injury after application of the anti-helminthic
intramuscularly, imaging methods such as thermography and ultrasound were used
on days 0 (before application), 3 and 7 (post-application). The data were submitted to
ANOVA and, when significant, the means were grouped using the Tukey test at a 5%
significance level. Drugs administered orally showed 100% efficacy, but anthelmintics
used injectable were not effective at any time during the experiment, reaching
reductions between 83 and 34%. Despite the efficacy observed in the oral
administration of drugs, there was early PRO, indicating a possibility of resistance.
The ultrasound images showed that the intramuscular application of the macrocyclic
lactones caused a lesion in the application site, mainly in the moxidectin used in
duplicate dose (70% of the animals), which cannot be observed in thermography.
The observed biochemical parameters showed that there was no muscle damage or
liver overload. Therefore, the results of this study allow us to infer that oral
anthelmintics promoted effective control against gastrointestinal nematodes, while
parenteral treatment, besides not being effective, promoted acute muscle damage.

Keywords: anthelmintic, efficacy, local reaction, toxicity
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS
INTRODUGAO

Conhecidos pela vitalidade, beleza e versatilidade, os cavalos tém se
consolidado como uma importante fonte de bons negdcios. Segundo os dados
divulgados pela Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/Universidade de
Sao Paulo (Esalg/SP), no ano de 2019, a industria da equinocultura movimentou
cerca de R$ 16,5 bilhdes, alta de 15% sobre 2017.

Além da pratica esportiva, os cavalos sédo utilizados em atividades de
trabalho que ajudam no desenvolvimento da agropecuaria nacional (ROSA, 2014).
Desta forma, a prevengdao e o diagndstico precoce das patologias que mais
comumente acometem esta espécie sdao de extrema importancia para manutengao
da higidez dos animais (LI; PINKEL, 2006; FINGER et al., 2013).

Grande parte da criagdo equina no Brasil ainda é realizada sob regime
extensivo, no qual os animais sdao mantidos durante todo o tempo no pasto, o que
favorece as constantes infecgdes por parasitos presentes na pastagem (BRAGA,
2009).

Dentre todos os fatores que devem ser levados em consideragao quando o
assunto é sanidade para equinos, o parasitismo ocupa lugar de destaque devido
aos grandes prejuizos causados (ANDRADE et. al., 2009). Dependendo da carga
parasitaria, os helmintos podem causar desde um pequeno desconforto abdominal
acompanhado ou ndo de fraqueza, pelagem &spera, retardo do crescimento,
hiporexia, anemia, colicas, diarreias ou constipagcdes até episddios fulminantes de
célica e morte (LAGAGGIO et al., 2007).

A fauna helmintica é vasta e compreende varias familias/géneros distintas,
entre elas: os pequenos estrongilos ou cyathostominos: Cyathostomum spp.,
Triodontophorus spp., Cylicostephanus spp., os grandes estréngilos: Strongylus
vulgaris, S. equinus, S. edentatus e ainda, Parascaris equorum, Oxyuris equi,
Strongyloides westeri, Trichostrongylus axei, Gasterophilus spp., Habronema spp.,
Dictyocaulus arnfield, Anoplocephala spp. (MOLENTO, 2005).

Dentre os compostos disponiveis no mercado, quatro grupos quimicos séo
os mais utilizados: benzimidazodis (ex: albendazole e oxibendazole), pirimidinas,
imidazotiazoéis (ex: pamoato de pirantel e levamisole) e principalmente o grupo das

lactonas macrociclicas (ex: ivermectina, abamectina e moxidectina). A grande
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diferenga entre os grupos quimicos esta no seu mecanismo de acgao e nas formas
de eliminacgdo do parasito (MARTIN, 1997).

Com o objetivo de controlar as helmintoses, uma grande disponibilidade de
drogas, com diferentes principios ativos e formas de aplicagao, estdo disponiveis
no mercado. No entanto, o uso indiscriminado possibilitou o desenvolvimento de
resisténcia parasitaria a varios compostos comprometendo a eficiéncia do
tratamento (CONDER; CAMPBELL, 1995).

Pequenas diferengas nas formulagdes podem eventualmente causar
importantes e significativas alteragcbes na atuagdo e eficacia, o que torna
imprescindiveis estudos farmacoldgicos mais aprofundados sobre os anti
helminticos (BORGES et al., 2003). Portanto, sua atividade anti-helmintica depende
da concentracdo, do tempo de exposi¢cao ao parasito, da condigdo corpodrea, da via
de administragao e da espécie (COSTA, 2004).

Sendo assim, é de extrema importancia um estudo que avalie a eficacia e a
toxicidade de drogas antihelminticas em diferentes vias de administracdo, e
também as possiveis alteragcbes no local da aplicagdo. Visto que nao ha
recomendagdes de tratamento com lactonas macrociclicas injetaveis disponiveis no
mercado para equinos e que o custo do produto injetavel € muito inferior ao da
apresentacdo oral, tornando o produto mais viavel e de grande interesse aos

criadores.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Principais helmintos gastrintestinais de equinos

Helmintos gastrointestinais de equinos s&o organismos realmente
onipresentes. Estudos em propriedades de criacdo de equinos em todo o mundo
tém demonstrado que as populagdes de helmintos estdo presentes em uma vasta
gama de diferentes condigcbes geograficas e climaticas (NIELSEN, 2012). Onde
quer que os equinos pastem, as mesmas espécies de helmintos podem infecta-los.
O grupo de parasita mais importante atualmente sdo os pequenos estrongilideos
ou ciatostomineos, que hoje € composto por mais de 50 espécies identificadas.
(LICHTENFELS et al.,, 1998, 2002; LYONS et al, 1999, 2000; LOVE, 2003;
NIELSEN, 2012). Estes helmintos comprometem o peristaltismo e a conversao
alimentar, formando nédulos na parede do trato gastrintestinal a cada mudanga de
estado larval, possuindo larvas hematéfagas e adultos histiofagos. Os
cyathostomineos sao os parasitas mais prevalentes e mais resistentes a anti-
helminticos em equinos jovens e adultos (BARBOSA et al., 2001). Eles muitas
vezes compreendem 95-100% da carga parasitaria total. Dependendo da idade, o
restante da carga de vermes é dominada por espécies tais como Parascaris
equorum, Strongyloides westeri, Oxyuris equi e as espécies dos grandes
estrongilos: Strongylus vulgaris, S.Edentatus, S.Equinus, Triodontophorus spp.
(GASSER et al., 2005).

2. Ciclo de vida dos helmintos gastrointestinais

Diferentemente da maioria dos nematdédeos, o ciclo de vida de qualquer
espécie de Strongyloides € dividido em 2 modos: o direto ou homogdnico e o
indireto ou heterogbnico. Os parasitas adultos no hospedeiro definitivo sao
exclusivamente fémeas se reproduzindo partenogeneticamente (KHUMPOOL,
2012).

Essas fémeas séo tripldides (3n) e elas produzem ovos que passam para as
fezes. No 1° estagio, as larvas eclodem dos ovos e podem se desenvolver para o
3° estagio larval infectante (ciclo homogbnico) ou para machos e fémeas de vida
livre (ciclo heterogbnico). O macho de vida livre é hapldide (1n), enquanto a fémea
de vida livre é diploide (2n). (KHUMPOOL, 2012).

Os machos, de vida livre, cruzam com as fémeas e estas botam ovos nao
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embrionados que desenvolverdo larvas exclusivamente fémeas tripldides
infectantes. As larvas L1 eclodem dos ovos embrionados 6 horas apds esses ovos
serem depositados e eliminados nas fezes, a 27°C. A primeira muda tem lugar 7-10
horas depois da eclosado, onde a larva L1 passara a ser a larva L2. Em seguida, no
ciclo direto, muda para L3 infectante e filariforme depois de 26-28 horas. Ja a
segunda muda no ciclo indireto, a L3 rabditiforme tem lugar em 14-16 horas. A
diferenciagdo sexual comega nesse momento. A L4 rabditiforme origina-se em 21
horas e os adultos rabditiformes aparecem em 28 horas. (ANDRADE, 2010). Os
ovos nao embrionados, produzidos por machos e fémeas de vida livre, eclodem em
6-10 horas e as L1 rabditiformes sdo exatamente iguais as que eclodem de ovos de
fémeas parasitas. (ANDRADE, 2010).

Pode ocorrer também a auto-infecgao que possui 2 modos: a externa, onde
ocorre a transformacéao de larvas rabditdides em filaridides infectantes na pele da
regidao anal ou perianal; e a interna, onde casos de baixa imunidade podem
propiciar a evolugao do parasita no intestino delgado ou grosso e penetragao direta
da mucosa por L2 (KHUMPOOL, 2012).

De toda populagdo de vermes que parasitam os animais, apenas 5% estao
dentro dos animais, mais precisamente no seu trato gastrintestinal, pulmonar e
migrando pelos érgéos; 95% deles estdo no solo, em forma de larvas, a espera da
sua ingestdo. Os 5% que estdo dentro dos animais séo as larvas infectantes, os
vermes adultos e os ovos resultantes da sua reprodugdo. Os ovos sao expulsos
para o solo, por meio da defecacéo, e eclodem, transformando-se em larvas. Para
isso, a umidade e a temperatura ambiente sao importantes, pois a eclosdo dos
ovos depende do calor e de um ambiente umido. Isso explica porque nas épocas
de maior quantidade de chuvas e calor (verdo) a concentracéo de larvas no pasto e
nos solos € maior e as infec¢des maiores, ao contrario da época seca (inverno), em
que ha poucas larvas no pasto e maior concentracdo de vermes dentro dos animais.

Ao serem ingeridas, as larvas desenvolvem-se no interior dos animais em

vermes adultos, perpetuando o ciclo parasitario (KOHEK, 1998).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do ciclo biologico
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Fonte: Diagnotec — University of Liverpool

3. Evolugao epidemiolégica do parasitismo helmintico dos equinos

Durante décadas apenas os helmintos do género Strongylus, foram
considerados altamente patogénicos, sendo considerados os “Matadores de
Cavalos”, devido a sua alta incidéncia em casos de célicas (KESTER, 1975).
Entretanto, um fendmeno interessante foi constatado no mundo dos parasitos no
inicio dos anos 1990: apdés os ciatostomineos tornarem-se os estrongilideos
preponderantes nos equideos, sendo considerados também como importante
causa de colicas nesses animais, relegando para segundo plano os do género
Strongylus (UHLINGER, 1990; HERD, 1990).

Segundo Dipietro, Klei e French, (1990); Love e Duncan, (1991); Madeira de
Carvalho (2006) este fenbmeno deveu-se aos seguintes fatores: Elevada
capacidade de adaptacdo dos ciatostomineos as drogas e estratégias de
tratamentos anti-helminticos, comprovada na sua resisténcia aos benzimidazois,
maior sensibilidade dos nematdides do género Strongylus a maioria do compostos
anti-helminticos (em particular as lactonas macrociclicas), grande habilidade de
prevaléncia em todos os equideos nas mais diversas regides geograficas, grande

numero de géneros e espécies, diversidade na sua biologia e patogenia.
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4. Controle da helmintoses

O controle da verminose equina melhora o desempenho dos animais. Este
pode ser feito por compostos anti-helminticos, que em geral apresentam
praticidade, eficiéncia e seguranca. Na maioria dos plantéis, utilizam-se
intensamente o0s compostos anti-helminticos (Febendazol, Mebendazol,
Abamectina e lvermectina) por sua baixa toxicidade (MOLENTO, 2005). Esses
medicamentos anti-helminticos constituem um grupo de compostos utilizados com
fins curativos e preventivos desta classe de parasitos, que se localizam
principalmente no trato gastrintestinal. (SPINOSA et al., 2002).

Para assegurar um controle efetivo das parasitoses, os técnicos devem
propor medidas sanitarias associadas a técnicas de manejo que visem reduzir a
contaminagao da pastagem com larvas infectantes de nematédeos (AMARANTE et
al., 2004). Porém, o controle é complexo e envolve diversos fatores como avaliagao
financeira do proprietario, infra-estrutura das instalagdes, histérico da propriedade,
resisténcias a drogas, localizagdo geografica e clima, manejo adotado com
alimentagcao, numeros de cavalos, sistema de criagado, peso e idade de cada animal,
periodo gestacional das éguas, etc. A realizagdo de um exame parasitologico de
fezes (OPG) indicara se a base utilizada esta sendo eficiente e se ha um nivel alto
de infeccdo, facilitando na elaboragdo ou mesmo alteragdo de um calendario
profilatico (VELHO et al., 2007; OLIVEIRA, 2010). Os programas de controle anti-
helmintico devem incluir uma consulta prévia do animal, planificagdo das medidas a
tomar, a administragdo dos anti-helminticos, instauracdo de medidas de manejo
higiénico e finalmente o acompanhamento e a avaliagdo da terapéutica instituida
(MADEIRA DE CARVALHO, 2006, 2008).

A pratica de quarentena pode ser um manejo eficiente para assegurar a
disseminagao parasitaria no rebanho. Ela consiste em manter separados e em
observagcdo os animais de nova aquisicdo durante um periodo de tempo
relativamente longo (nunca menos de 20 dias) em fungao da enfermidade que se
quer prevenir, neste caso as verminoses. Assim, poderao ser detectadas doencas
parasitarias que poderiam estar a incubar no momento da entrada no rebanho. Os
locais destinados a quarentena devem ser separados a uma determinada distancia
das outras pastagens onde permanecem os animais ja instalados na propriedade.
Durante este periodo devem ser realizados os eventuais tratamentos anti-

parasitarios. (RODRIGUEZ et al., 2003). A falta de quarentena em animais recém-
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introduzidos € uma falha no manejo, que pode acarretar na introdugédo de cepas
resistentes na propriedade (TORRES-ACOSTA; HOSTE 2008). Nos animais
adquiridos deve ser realizado um tratamento utilizando alguma classe de anti-
helmintico e s6 devem ser introduzidos na pastagem apds os exames de contagem
de ovos nas fezes (OPG) serem negativos (TORRES-ACOSTA; HOSTE 2008).

Em relagédo a utilizagdo dos medicamentos, a frequéncia de sua utilizagédo
pode ser de forma supressiva: tratamentos a cada 4-8 semanas, estratégica:
tratamentos regulados pelas condi¢des climaticas da regido e o possivel aumento
do numero de parasitas no animal, ou curativa: tratamentos quando o animal
apresenta alta contagem de ovos nas fezes ou sinais clinicos (SANGSTER, 2003).
Nao ha no Brasil, nenhum estudo amplo a respeito da frequéncia de tratamento
anti-helmintico realizada em equinos, porém, ha algumas recomendag¢des técnicas
de esquemas supressivos e técnicas de esquemas de tratamentos a cada dois
meses. O que poderia levar rapidamente a selecdo de parasitos resistentes no
Brasil (BORGES, 2010).

A sustentabilidade dos esquemas de controle da verminose equina esta
ameacada pela selecdo de populagdes de parasitos resistentes, cujo numero de
relatos é crescente em todo o mundo (KAPLAN, 2004). Outro agravante é o fato de
haver pouca perspectiva de surgimento de um novo grupo quimico de anti-
helmintico para equinos (NIELSEN et al., 2007).

5. Desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica

Mundialmente, o aparecimento da resisténcia aos antiparasitarios se tornou
uma séria ameaga para o controle das infecgdes por nematdides. Esta resisténcia é
resultado do uso intensivo, bem como das dosagens improprias (sub ou
superdosagem) sem embasamento epidemioldgico, havendo assim, uma crescente
selecao de populagdes de parasitos resistentes. Outro motivo importante para a
selecdo de nematoides resistentes é o tratamento dos animais quando ha uma
pequena proporcdo da populagdo total de parasitas em “refugia’, o que
provavelmente contribui para uma maior pressdo de selecdo de parasitas
resistentes ao tratamento anti-helmintico. Consideram-se como parasitos em

“refugia” aqueles que ndo sado expostos ao tratamento anti-helmintico, tais como os
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estadios de vida livre que se encontram na pastagem, ou mesmo aqueles
presentes em animais que ndo receberam o tratamento (LOVE, 2003).

De acordo com Prichard (1980), a resisténcia, que ¢é hereditaria,
estapresente quando ha uma maior frequéncia de individuos dentro de uma
populagdo, que sao capazes de tolerar as doses de um composto que nao seriam
toleradas por uma populacdo normal da mesma espécie. A resisténcia lateral
ocorre quando a resisténcia parasitaria a um composto quimico resulta da selegao
promovida por outro composto com um modo similar de ag¢do. A resisténcia
cruzada assemelha-se a resisténcia lateral, mas envolve compostos quimicos com
diferentes modos de acdo. Resisténcia multipla ocorre quando ha individuos em
uma populagdo, que sdo resistentes a dois ou mais grupos de anti-helminticos
diferentes, como resultado da sele¢cdo de cada grupo, ou como resultado da
resisténcia cruzada.

No processo de selecdo de parasitas resistentes, a droga remove
seletivamente os individuos susceptiveis de uma populagdo geneticamente
heterogénea. Isto provoca aumento no numero de individuos portadores de genes
que conferem resisténcia, os quais sdo herdados pelos descendentes. Apds varias
geragbes, 0os genes que conferem resisténcia predominam, o que possibilita a
sobrevivéncia de um numero significativo de helmintos resistentes em uma
determinada populacédo apds o tratamento com anti-helmintico (KOHLER, 2001). Ja
o fendbmeno da reversao da resisténcia (PRICHARD et al., 1980) é o decréscimo da
frequéncia de individuos resistentes em uma populagao apds a remogéo do agente
de selecdo. Porém, uma vez que a resisténcia tenha se instalado em uma
populagcdo, a reversdo ou a perda desta caracteristica nunca foi observada
(SANGSTER; DOBSON, 2002).

A deteccdo da resisténcia, numa fase precoce é importante, podendo
permitir que a eficacia da classe das respectivas drogas possa ser mantida através
de medidas adequadas, tais como frequéncia de tratamento e preservacédo da
refugia. Varias investigacdbes demonstraram que, uma vez desenvolvida a
resisténcia anti-helmintica em nematoides, ela permanecera, e mesmo com a
suspensio da utilizacdo do respectivo medicamento por muitos anos nao ocorrera
a eliminacao da resisténcia (LIND et al., 2007; LYONS et al., 2007; SLOCOMBE et
al., 2008).
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6. Mecanismo de acao das lactonas macrociclicas

As lactonas macrociclicas sdo divididas em dois grandes grupos, chamados
avermectinas e milbemicinas. Ambas apresentam mecanismo de acdo e
propriedades farmacoldgicas semelhantes e sdo eficazes nos mesmos grupos de
nematoideos e acaros (PEREZ et al., 2001). As avermectinas sado altamente
efetivas no tratamento e controle dos pequenos e grandes estrongilideos de
equinos, bem como de outras espécies de parasitas gastrintestinais (KLEI;
CHAPMAN, 1999). Possuem alta persisténcia no plasma, pois s&o armazenadas
no figado e gordura, prolongando seu tempo de agdao (STEEL, 1993). A
caracteristica lipofilica das avermectinas influencia na farmacocinética e na
atividade dos ativos, determinando a distribuicdo da droga no local de predilegao
do parasita no hospedeiro, a absor¢cdo pelos parasitas alvo e a persisténcia do
farmaco no organismo hospedeiro (LANUSSE et al., 1997).

O modo de agdo de ambos € baseado nas interagdes da droga com os
canais receptores para a inibicdo da neurotransmissao nos invertebrados, que sao
atribuidos ao acido gama amino butirico (GABA) e o glutamato, conhecidos por sua
agao no bloqueio da atividade elétrica das células musculares e nervosas, pelo
aumento da conducgao dos ions de cloro. Os receptores idnicos do glutamato estao
localizados em sua maioria em células musculares e somaticas, na faringe e no
utero, o que afeta a motilidade, a capacidade de alimentagdo e reproducido do
parasito (MOTTIER; LANUSSE, 2001).

7. Vias de administragao dos anti helminticos

Atualmente a industria farmacéutica disponibiliza no mercado diversas
formulagbes para o uso das lactonas macrociclicas, sendo as mais comuns na
forma de suspensao, gel/pasta e comprimido. As formulagdes para aplicagao
injetavel e para uso tépico foram desenvolvidas posteriormente e conhecidas como
“pour on” (aplicagdo na linha do dorso dos animais) que vem sendo utilizadas
principalmente em bovinos como um método de administracdo pratica, com baixo
poder residual, menor desperdicio e estresse para o animal (LAFFOND, 2003).

Das lactonas macrociclicas, a ivermectina foi a primeira a ser introduzida no
mercado mundial para equinos, como uma formulacao estéril para a administracio

intramuscular. No entanto, devido a lesdes sépticas no local da aplicagdo, apos
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alguns meses a formulagéo parenteral foi retirada do mercado (CAMPBELL; BENZ,
1984). No entanto, ha evidéncias que as lactonas macrociclicas estdo sendo
utilizadas por via intramuscular sem licenca nesta espécie animal (DAVIES;
SCHWALBACH, 2000).

Recomenda-se que a administragdo de formulagbes injetaveis de
ivermectina seja feita na regido do pescogo, préximo ao ombro, porém sabe-se que
a administracdo de medicamentos veterinarios como os anti-helminticos pode
desenvolver lesdes na musculatura adjacente a regiao de injecdo (MANN et al.,
2011).

8. Termografia Infravermelha

A Termografia Infravermelha (Tl) € um método diagndstico que analisa a
distribuicdo da temperatura cutanea por meio de sensores térmicos posicionados
proximo ao animal examinado, estes sensores fornecem uma representagao
grafica dos padrdes térmicos do individuo avaliado. O método foi criado na década
de 60 e n&o ¢é invasivo, ndo precisa de contraste e é totalmente indolor (LEAO et al.,
2015; BRIOSCHI et al., 2003; BRIOSCHI et al., 2001; AMA, 1987).

A temperatura da superficie corpérea depende do fluxo sanguineo e da taxa
dos processos metabodlicos de um o6rgdo ou tecido (NIKKHAH et al., 2005).
Processos inflamatorios, estresse térmico por fatores externos como temperatura,
agua e vento podem alterar o fluxo sanguineo e a temperatura da regiao afetada
(BERRY et al., 2003). Mecanismos termorreguladores sao acionados quando ha
algum estresse térmico a fim de manter a homeostase corporal. Segundo Bouzida
et al. (2009), essas alteracbes da superficie da pele podem ser detectadas
utilizando a Tl e podem ser utilizadas para a avaliacdo da temperatura superficial
da pele de equinos (MOURA et al., 2011).

Por meio dos resultados da Tl € possivel determinar o funcionamento de
diversos sistemas dentre eles vascular, nervoso, musculoesquelético, bem como as
condicbes dermatoldgicas, endocrinas e oncologicas sendo possivel também
avaliar processos inflamatérios, possibiltando uma melhor identificagdo do
prognéstico clinico e uma maior objetividade na tomada de decisdo (BRIOSCHI et
al., 2003).

Para uma boa avaliagdo através da termografia devem ser consideradas as
formas de utilizacdo da TI, abrangendo os tipos de aparelhos, modalidades,

parametros e métodos de aplicagdo usados para a avaliagdo de cada variavel.
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Para ser precisa, a termografia deve ser realizada em um ambiente controlado e
livre de influéncias externas, portanto a area avaliada deve ser protegida da luz
solar, para evitar o aquecimento errébneo da pele (TURNER, 2001). Alguns autores
recomendam que o ambiente ideal para avaliagdo em humanos deve estar entre 20
e 30 °C, nenhum estudo trouxe ainda recomendagdes sobre a temperatura ideal,

quando trata-se de avaliagdo em equinos (SIMON et al., 2006).

9. Ultrassonografia

A ultrassonografia tem contribuido significativamente para o diagndstico das
lesbes dos tecidos moles dos membros dos equinos. Esta técnica diagndstica
permite determinar a localizagdo exata da lesdo, quantificar sua extensdo, a
gravidade das lesdes e também monitorar o processo de reparagao (PALMER et al,
1994; RANTANEN et al, 1982). A ultrassonografia pode também proporcionar a
visualizagdo de pequenas lesdes agudas, que muitas vezes, ainda néo

apresentaram expressao clinica para serem diagnosticadas nos exames de rotina.

10. Bioquimico sérico sanguineo

A aspartato aminotransferase (AST), conhecida também pelo nome de
transaminase glutdmica oxaloacética (TGO), é wuma enzima encontrada
principalmente no figado, nos eritrécitos € nos musculos esquelético e cardiaco.
Normalmente € utilizada para avaliar lesdo muscular em conjunto com creatina
quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH) (THRALL et al. 2015).

Na avaliacao de lesdo muscular, a AST produz aumentos menores do que a
CK, mas que se estendem por um periodo de tempo maior (PEREZ et al., 2000).
Os autores sugerem que AST deva ser incluida na monitoragcdo de problemas
musculares. A utilizacdo desta enzima em conjunto com a CK pode oferecer
informagdes mais precisas sobre o periodo em que se encontra a lesdo muscular
(TADICH et al., 2000). A AST por ser uma enzima mitocondrial e citossdlica,
necessita uma lesdo maior para ser liberada na corrente sanguinea. Por outro lado,
CK e LDH, por serem citossélicas e de tamanho pequeno, conseguem ultrapassar
a membrana celular mesmo que ndo exista um dano tecidual muito grande. Na
realidade, um simples aumento de permeabilidade de membrana é suficiente para

que ocorra o extravasamento das enzimas CK e LDH (PEREZ et al., 2000).
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A creatina quinase (CK), também conhecida pelo nome de creatina
fosfoquinase (CPK), € uma enzima mais sensivel para indicar lesdo muscular.
Pode ocorrer um incremento na atividade plasmatica desta enzima por injecéo
intramuscular, decubito prolongado, convulsdes, esforgco prolongado e outras
lesbes musculares (PEEK et al., 2001).

O lactato desidrogenase (LDH) € uma enzima presente em varios tecidos,
em particular no musculo esquelético, musculo cardiaco, figado e eritrécitos, mas
também nos rins, ossos e pulmbes (CARDINET, 1997).

Lesbes musculares de etiologias variadas podem estar relacionadas ao
aumento da LDH (CARDINET, 1997). O autor menciona ainda que a deficiéncia de
vitamina E e selénio e a mioglobinuria sdo causas de aumento de LDH. Balogh
(2001) demonstrou que, em cavalos de salto, a LDH aumentou imediatamente apos
0 exercicio e se manteve elevada apos 24 horas, diferente da CK que teve um pico
apds o exercicio, mas voltou aos valores basais apdés um dia. Por se apresentar
como um bom indicador de lesdo muscular, Garcia et al. (2000) utilizaram a LDH
em conjunto com CK e AST para monitorar a intensidade de exercicio de cavalos
crioulos.

Sendo assim, tendo em vista a ampla utilizacdo destes farmacos disponiveis
no mercado e o facil acesso pelo consumidor, é de extrema importancia um estudo
que revele quais os possiveis danos causados pela aplicagao intramuscular dos

anti-helminticos juntamente a sua eficacia comparada com a aplicagao por via oral.
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RESUMO

Os nematodides gastrintestinais sdo economicamente os parasitas mais importantes
de equinos. Tendo como principal forma para o controle dessas parasitoses 0 uso
de lactonas macrociclicas, sendo encontradas no mercado apenas em
apresentacdo oral para esta espécie. Formulagdes diferentes podem causar
alteragdes na atuacdo e eficacia dos principios ativos, o que tornam
imprescindiveis estudos farmacolégicos mais profundos sobre os mesmos. Sendo
assim, objetivou-se avaliar a eficacia e a toxicidade de trés lactonas macrociclicas
sob duas vias de administragdo (enteral e parenteral), avaliando-se a presenga de
reacao local na administragao injetavel por meio de imagens ultrassonograficas e
termograficas. O experimento foi realizado no periodo de setembro a novembro de
2019, com a utilizagao de 70 equinos, da ragca Quarto de Milha, sendo os mesmos
divididos em 7 grupos inteiramente casualizados. As drogas utilizadas foram a
abamectina (0,2 mg/kg), moxidectina (0,2 e 0,4mg/kg) e a ivermectina (0,2mg/kg)
pelas vias intramuscular e oral. Foram realizadas coletas de fezes para contagem
de ovos por grama de fezes (OPG) e coprocultura para posterior identificacdo de
larvas infectantes nos dias 0, 3, 7, 14, 21, 28, 42, 56 e 70. Os resultados foram
analisados para se obter o percentual da redu¢gao do numero de ovos por grama de
fezes (R- OPG), utilizando o programa estatistico RESO. Também foram coletadas
amostras de sangue nos dias 0, 3 e 7 para analise da toxicidade, por meio de
marcadores bioquimicos AST, Ureia, Creatinina, CK e LDH. Para a analise de uma
possivel lesado tecidual pos-aplicagao do antihelmintico por via intramuscular foram
utilizados métodos de imagem como termografia e ultrassonografia nos dias 0
(antes da aplicacao), 3 e 7 (pds-aplicacéo). Os dados foram submetidos a ANOVA
e, quando significativos, as médias foram agrupadas por meio do teste de Tukey a
um nivel de significancia 5%. As drogas administradas por via oral mostraram uma
eficacia de 100%, porém os anti-helminticos utilizados de maneira injetavel néo se
mostrou eficaz em nenhum momento do experimento atingindo reducdes entre 83 e
34%. Apesar da eficacia observada na administragcdo oral dos farmacos, houve
PRO precoce, indicando uma possibilidade de resisténcia. As imagens
ultrassonograficas mostraram que a aplicagdo intramuscular das lactonas
macrociclicas causaram uma lesdo no local na aplicagdo, principalmente na
moxidectina utilizada em dose duplicada (70% dos animais), o que ndo pode ser
observado nas termografia. Os parametros bioquimicos observados mostraram
que nao houve dano muscular, nem sobrecarga hepatica. Portanto, os resultados
desse estudo permitem inferir que os anti-helminticos administrados por via oral
promoveu controle eficaz contra nematddeos gastrointestinais, enquanto o
tratamento parenteral além de nao ser eficaz, promoveu lesdo muscular aguda.

Palavras-chave: anti-helmintico, eficacia, reacao local, toxicidade
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ABSTRACT

Gastrointestinal nematodes are economically the most important parasites of
horses. The main way to control these parasites is the use of macrocyclic lactones,
which are found on the market only in oral presentation for this species. Different
formulations can cause changes in the performance and efficacy of the active
ingredients, which make deeper pharmacological studies on them essential. Thus,
the objective was to evaluate the efficacy and toxicity of three macrocyclic lactones
under two routes of administration (enteral and parenteral), evaluating the presence
of a local reaction in the injectable administration through ultrasound and
thermographic images. The experiment was carried out from September to
November 2019, with the use of 70 Quarter Horse horses, divided into 7 completely
randomized groups. The drugs used were abamectin (0.2 mg / kg), moxidectin (0.2
and 0.4 mg / kg) and ivermectin (0.2 mg / kg) by intramuscular and oral routes.
Stool collections were performed to count eggs per gram of feces (OPG) and co-
culture for later identification of infective larvae on days 0, 3, 7, 14, 21, 28, 42, 56
and 70. The results were analyzed to obtain the percentage of reduction in the
number of eggs per gram of feces (R-OPG), using the statistical program RESO.
Blood samples were also collected on days 0, 3 and 7 for toxicity analysis, using
biochemical markers AST, Urea, Creatinine, CK and LDH. For the analysis of a
possible tissue injury after application of the anti-helminthic intramuscularly, imaging
methods such as thermography and ultrasound were used on days 0 (before
application), 3 and 7 (post-application). The data were submitted to ANOVA and,
when significant, the means were grouped using the Tukey test at a 5% significance
level. Drugs administered orally showed 100% efficacy, but anthelmintics used
injectable were not effective at any time during the experiment, reaching reductions
between 83 and 34%. Despite the efficacy observed in the oral administration of
drugs, there was early PRO, indicating a possibility of resistance. The ultrasound
images showed that the intramuscular application of the macrocyclic lactones
caused a lesion in the application site, mainly in the moxidectin used in duplicate
dose (70% of the animals), which cannot be observed in thermography. The
observed biochemical parameters showed that there was no muscle damage or
liver overload. Therefore, the results of this study allow us to infer that oral
anthelmintics promoted effective control against gastrointestinal nematodes, while
parenteral treatment, besides not being effective, promoted acute muscle damage.

Keywords: anthelmintic, efficacy, local reaction, toxicity



35

INTRODUCAO

Aequinocultura vem se tornando um importante segmento do agronegdcio
brasileiro, sendo o terceiro pais com maior populacdo de equinos, com cerca de
5.514.601 animais, e o estado de Minas Gerais € 0 mais populoso, com 763.780
cabecas (IBGE, 2019).

Dentre todos os fatores que devem ser levados em consideragao quando o
assunto é a sanidade dos equinos, o parasitismo ocupa lugar de destaque devido
aos prejuizos consequentes da infecgao parasitaria. Os helmintos podem causar
desde um pequeno desconforto abdominal acompanhado ou nado de fraqueza,
pelagem aspera, retardo de crescimento, diminuicdo do desempenho, redugcao da
digestao e absorg¢ao de nutrientes, hiporexia, anemia, diarreias ou constipagdes até
episodios fulminantes de célica e morte (BRADY et al, 2009)

E importante destacar que os equinos apresentam uma grande variedade de
espécies e géneros de parasitas como 0s pequenos ciatostomineos, e os grandes
estrongilos, como os Parascaris equorum, Oxyuris equi, Strongyloides westeri,
Trichostrongylus axei, Gasterophilus spp., Habronema spp. € Anoplocephala spp.,
considerados de elevada importancia (MOLENTO, 2005).

O controle e prevencado das infecgdes parasitarias em equideos tem-se
baseado no uso regular de anti-helminticos sintéticos, particularmente nos paises
desenvolvidos do mundo ocidental (KAPLAN; NIELSEN, 2010). Os vermifugos
disponiveis para utilizacdo em equideos sao os benzimidazéis (mebendazole,
albendazole e fenbendazole), as pirimidinas (pamoato de pirantel) e as lactonas
macrociclicas (ivermectina, moxidectina, abamectina e doramectina), em
formulagcbes especificas para administracdo via oral (MOLENTO, 2005; VON
SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2012). O uso excessivo da maioria destes anti-
helminticos proporcionou o surgimento de populagdes de nematoides resistentes a
estes medicamentos, principalmente os ciatostomineos, ameagando o controle
antiparasitario nos animais e desta forma também a saude e produgdo equina
(PEREGRINE et al., 2014; TRAVERSA et al., 2009).

Das lactonas macrociclicas, a ivermectina foi a primeira a ser introduzida no
mercado mundial para equinos, como uma formulacao estéril para a administracao
intramuscular. No entanto, devido a lesdes sépticas no local da aplicagdo, apos
alguns meses a formulacao parenteral foi retirada do mercado (CAMPBELL; BENZ,

1984). No entanto, ha evidéncias que as lactonas macrociclicas estdo sendo
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utilizadas por via intramuscular sem licenca nesta espécie animal (DAVIES;
SCHWALBACH, 2000).

A eficacia clinica dos anti-helminticos ndo depende apenas da interagao do
ingrediente ativo do farmaco com um receptor especifico do parasita, mas também
atingir uma concentragao eficaz no local de acao, durante o tempo suficiente para
obter os efeitos sistémicos, além de atingir a velocidade de dissolvicdo, que
depende da solubilidade, da via de administracdo, e das propriedades fisico-
quimicas do farmaco (LANUSSE; PRICHARD, 1993; LANUSSE et al., 1997).
Estudos com ivermectina mostraram que a eficacia deste composto pode ser
substancialmente modificada pela formulacdo e pela via de administragcdo
(ALBERT LO et al., 1985).

Portanto, a interagao entre a via de administragao, a formulagao e a eficacia
dos anti-helminticos precisam ser totalmente compreendidas para otimizar o
controle dos parasitas gastrintestinais e, minimizar a selecdo de resisténcia aos

medicamentos.

OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram avaliar a eficacia de trés lactonas
macrociclicas, em suas diferentes formulacbes e em diferentes vias de
administracdo. Identificar o periodo de reaparecimento de ovos pods tratamento,
analisar as larvas infectantes e os diferentes géneros presentes nos animais, antes
e apods o tratamento. Avaliar o grau de toxicidade nas diferentes vias de
administracao (enteral e parenteral) e uma possivel lesdo/inflamacgao tecidual que a

aplicagao injetavel pode causar.

MATERIAL E METODOS

3.1 Local e delineamento experimental
O estudo foi realizado na Fazenda Cérrego Seco, localizada no municipio de
Castilho — SP (latitude 20°52'09.0" sul, longitude 51°29'22.9"oeste), conveniada
com a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnologicas (FCAT), UNESP - Campus

de Dracena.
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Foram utilizados 70 equinos mesticos da raga Quarto de Milha (machos e
fémeas) identificados através de nome, numero ou resenha.O delineamento foi
inteiramente casualizado,formando 7 grupos homogéneos de 10 animais.

No dia 0 foram administradas as respectivas drogas com as seguintes

dosagens, conforme as recomendacdes do fabricante:

TABELA 1 — Drogas, dose, concentragao e vias de administragdo usadas nos

animais durante o experimento

GRUPO DROGA  DOSE CONCENTRAGAO  ADMINISTRAGAO
G1 IVERMECTINA 0,2mg/kg 1% IM
G2 MOXIDECTINA 0,2mg/kg 1% M
G3 MOXIDECTINA 0,4mg/kg 1% M
G4 ABAMECTINA  0,2mg/kg 1% M
G5 IVERMECTINA 0,2mg/kg 1,87% VO
G6 MOXIDECTINA 0,4mg/kg 2% VO
G7 ABAMECTINA  0,2mg/kg 1% VO

Fonte: Elaborado pela autora

3.2 Coleta de fezes e coprologia qualitativa e quantitativa

As coletas de fezes ocorreram nos dias 0, 3, 7, 14, 21, 28, 42, 56 e 70,
diretamente da ampola retal de cada animal. As amostras de fezes foram
acondicionadas em sacos plasticos e mantidas em caixa térmica com gelo quimico,
até sua chegada no laboratério, onde foram refrigeradas até o momento das
analises, que ocorreram em um prazo de até 24 horas.

Foram realizados exames para contagem de ovos por grama de fezes (OPG)
utilizando-se camara de McMaster, segundo a técnica de Gordon e Whitlock (1939)
modificada. A técnica para o OPG constitui-se em diluir 4 gramas de fezes,
previamente homogeneizadas, em 56 ml de solugdo salina hipersaturada para a
suspensao dos ovos. Em seguida o conteudo foi filtrado para preenchimento das

duas camaras de MacMaster. A contagem de ovos foi efetuada e o resultado foi
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multiplicado por 25, expressando o numero final em ovos por grama de fezes
(OPG).

A determinagédo da redugdo das contagens de OPG (R-OPG) dos animais
tratados foi calculada com base nas médias aritméticas apdés o tratamento em
relacdo ao OPG inicial de cada tratamento (COLES, 1992).

R-OPG = (T2 /T1) x 100, onde:

T1 = média de OPG do tratamento no dia 0; T2 = média de OPG horas ou
dias apos o tratamento.

Foram consideradas efetivas no controle das parasitoses gastrointestinais de
equinos, as drogas que propiciaram um percentual de reducdo de OPG superior a
95%. Para o anti-helmintico ser considerado efetivo no controle das parasitoses
gastrintestinais de equinos, os produtos devem propiciar percentual de redugao de
OPG superior a 95% (MOLENTO, 2005).

Também foi realizado o cultivo de fezes para extracdo das larvas pelo
método de Roberts e O’Sullivan (1950) e posterior identificacdo pela chave de
Madeira de Carvalho (2001). A técnica consiste em colocar 50-60 gramas de fezes
em copos de plastico descartaveis. Estes foram umedecidos, cobertos por um
papel aluminio perfurado e colocados na estufa (BOD) durante 14 dias a
temperatura de 26-28°C e umidade relativa de 70- 80%. Apds este periodo, o copo
com as fezes foi preenchido com agua e invertido sobre uma placa de Petri, a qual
foi igualmente preenchida por agua. Esta entdo, foi recolhida para um tubo de
ensaio apos 24 horas, os quais foram tampados e armazenados em refrigerador a
4-5°C até contagem e identificacdo larval (MADEIRA DE CARVALHO, 2001). As
larvas de estagio 3 foram concentradas por sedimentacao natural durante 24 horas,
observadas a fresco ou coradas e fixadas com soluto de Lugol, e identificadas nos
diferentes géneros e/ou espécies. Foram determinadas ainda, a abundancia
proporcional de cada género/espécie presente, sempre que possivel com base na
contagem de 100 exemplares. Para diferenciagdo das L3 dos diferentes
géneros/espécies de estrongilideos foi utilizada uma chave dicotdmica proposta por
Madeira de Carvalho (2001) baseada na observagdo do numero e forma das
células intestinais, comprimento total da larva, incluindo a bainha, presencga ou
auséncia de bainha perilarvar e aspecto da cauda da bainha, e em que os

diferentes géneros/ espécies sao agrupados e identificados.
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3.3 Colheita de sangue e analises bioquimicas

Foi colheitada de cada animal uma amostra de sangue de 5ml pela veia
jugular nos dias 0, 3 e 7. As amostras foram armazenadas em tubos com gel
estimulante de coagulo, da marca Labor Import®. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos, na centrifuga Celm®, extraindo o soro e
congelados em Eppendorf® até serem executadas as analises no laboratorio.

Foram avaliados para andlise de toxicidade a enzima AST (aspartato amino
transferase), e substancias como a ureia, e creatinina. E para a analise de lesao
muscular foram avaliadas as enzimas LDH (desidrogenase latica) e CK (creatino
quinase), utilizando kits de reagentes bioquimicos em analisador semi-automatico
Bioclin®.

Foi realizada a determinacéo das enzimas (AST, uréia, creatinina, CK e LDH)
pelo método espectrofotométrico, mediante a utilizagao de kits comerciais Bioclin®
de analises bioquimicas em analisador semiautomatico Bioclin® (KANEKO;
HARVEY; BRUSS, 2008)

3.4 Analise Ultrassonografica

As imagens ultrassonograficas foram coletadas nos dias 0, 3 e 7, na regiao
cervical, mais precisamente no musculo serratil ventral (ASHDOWN; DONE, 2011),
regiao popularmente chamada de “tabua do pescogo”.

Foi utilizado o aparelho ALOKA 500 SSD, com o transdutor de 5 MHz onde a
imagem capturada nos dias 3 e 7 apds a aplicagdo do antihelmintico injetavel foi
comparada com a imagem registrada no dia 0, para que se tenha uma referéncia
do mesmo animal, uma vez que existe uma variagdo individual muito grande
(ALVES, 1998).

As medidas realizadas do musculo serratil ventral foram utilizadas para
avaliar uma possivel alteracdo local, visto que alteragdbes musculares sé&o
facilmente identificadas por meio do exame ultrassonografico, sendo observadas
perda da continuidade das fibras musculares, areas de efusdao ou edema e até
mesmo hematomas (DENOIX, 1999).

3.5 Analise Termografica
As imagens termograficas correspondentes a superficie lateral do pescogo

sobre o musculo serratil ventral foram obtidas por meio de uma camera térmica
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infravermelha Flir® do aparelho Caterpillar® modelo S60. Os exames termograficos
foram realizados nos dias 0, 3 e 7 apds a ambientagcdo dos animais.

Para minimizar efeitos adversos na realizacdo do exame, foi respeitado um
periodo de 20 minutos para que a temperatura corporal do animal se estabilizasse.
Seguindo os protocolos de Palmer (1981), Turner (2001) e Von Schweinitz (1999)
previamente a realizagdo do exame termografico, foram realizados limpeza e
secagem absoluta dos pelos e pele, além da precaugdo em nao palpar o animal 30
minutos antes, e durante o escaneamento. Adicionalmente, ndo se utilizou sedagao
ou tranquilizacéo e, foram anotadas as lesdes de pele.

As variagdes de temperatura e umidade do ambiente foram aferidas nos
respectivos momentos de avaliagdo,mediante uso de termémetro TFA Wireless
Rain Meter para corregao das imagens no software da analise FLIR Tools® (versao
5.5 EUA). A temperatura maxima foi obtida através de uma area circular no
pescoco, local no qual ocorreu a administragdo da medicagao por via intramuscular.

Os parametros normais de perfil termal em repouso foram baseados em
normas estabelecidas por Purohit (1980), Turner (1986) e Von Schweinitz (1999).

ANALISE ESTATISTICA

O percentual da redugdo do numero de ovos por grama de fezes (R-OPG)
para cada grupo foi estimado comparando o OPG pré-tratamento com o pds-
tratamento, utilizando-se as médias aritméticas das contagens de OPG antes e
apos o tratamento, por meio do programa ‘Reso’ FECRT Analysis Program, version
2.0 (WURSTHORN; MARTIN, 1989).

Para variaveis OPG, valores bioquimicos, dinamica das temperaturas da
regido cervical foi utilizada analise de variancia por meio do procedimento para
modelos mistos (PROC MIXED). Para medidas ultrassonograficas foi utilizado o
teste de qui-quadrado, com a utilizagdo do Statistical Analysis System, version 9.2
(SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA). Os dados foram submetidos a teste de
normalidade e quando necessario transformados em (log10 (x+1)). As médias

foram comparadas por meio do teste de Tukey a um nivel de significancia 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na contagem de ovos por grama de fezes, no dia do tratamento anti-
helmintico (DO0), tanto o grupo tratado por via oral (V.O) quanto o grupo tratado por
via intramuscular (IM) tiveram médias semelhantes, sem diferenca estatistica

significativa (p > 0,05), o que reflete a homogeneidade dos grupos (Tabela 2).
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TABELA 2 - Valores médios, Erro padrdo da média (EPM), e valor de P de ovos por grama (OPG) dos grupos tratados com

administragdo oral e injetavel de abamectina, ivermectina e moxidectina (mg/kg de peso vivo).

FARMACOS
Coletas Injetaveis Orais EPM P
Abamectina Ivermectina Moxidectina Moxidectina Abamectina Ivermectina Moxidectina
0,2mg/kg 0,4mg/kg
DO 530 (200-1000) a 545 (50-650) a 545 (140-850) a 500 (200-1150) a 535 (300-850) a 500 (100-1150)a 520 (100-1500)a 36,4 0,588
D3 60 (0 — 200) ab 125 (0 —450) a 65 (0 — 400) ab 90 (0 — 500) ab Ob 10 (0-100) b 5(0-50) b 12,8 0,002
D7 70 (0 - 250) ab 40 (0 —250) ab 140 (0 — 500) a 120 (0 —250) a 5(0-50)b 5(0-50) b 6(0-50) b 11,7 0,001
D14 90 (0-250)b 115 (0 — 300) ab 360 (0 — 600) a 140 (0 — 450) ab Oc Oc Oc 19,5 0,001
D21 270 (0—-800) a 200 (0 —400) a 420 (0 —950) a 280 (0 —550) a 15(0-150) b Ob 0Ob 27,6 0,001
D28 235 (0-500) a 110 (0 —250) a 440 (0 — 1400) a 330 (0- 800) a 30 (0-300)b Ob 0Ob 29,3 0,001
D42 205 (50 — 900) ab 116 (0 — 300) ab 485 (50 — 1200) a 375 (0 — 800) ab 135 (0 — 250) ab 85 (0-300) b 133(0-400) b 31,0 0,002
D56 326 (0 —1250) a 170 (0 —850) a 770 (0 — 2250) a 375 (0-950) a 205 (0-350) a 302 (100-650) a 290 (0-1000) a 48,7 0,139
D70 345 (0-800) a 305 (50-750) a 600 (100-2400) a 385 (0-850) a 570 (0-1400) a 520 (50-1350) a 540 (0-2300) a 59,0 0,363

Letras distintas na mesma linha indicam diferenga significativa entre as médias pelo teste de tukey considerando 5% de erro. Fonte: Elaborado pela autora
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A ivermectina e a moxidectina por via oral mostraram uma excelente eficacia
no dia 14, assim como observado por SAES et al (2016) que apds o tratamento
com lactonas macrociclicas obteveram aos 3 e 4 dias R-OPG de 100%.

No dia 56, os animais tratados de forma oral, tanto com a ivermectina como
a moxidectina voltaram a mostrar médias de OPG proximas a do dia 0 (tabela 2).
Apesar de ambas ainda possuirem alta eficacia contra ciatostomineos e
consequentemente redugcdo na contagem de OPG, uma menor atividade tem sido
observada nos ultimos anos (CANEVER, 2012). Esta menor atividade refere-se ao
periodo de reaparecimento de ovos (PRO) nas fezes, que no inicio da
comercializagdo destas drogas, possuiam um efeito residual longo, permanecendo
a OPG negativa por periodos aproximados de 8 semanas para ivermectina e de 12-
22 semanas para a moxidectina (BOERSEMA et al. 1996; DIPIETRO et al., 1997;
DEMEULENAERE et al., 1997), corroborando com o presente estudo.

Dos grupos de animais que receberam apresentagao oral, a abamectina foi o
primeiro farmaco a atingir 100% eficacia, porém também foi o primeiro a mostrar
reaparecimento de ovos com 21 dias. Tal periodo de reaparecimento rapido pode
ser um indicador precoce de resisténcia as lactonas macrociclicas em
ciatostomineos (NIELSEN et al., 2014).

O maior periodo de reaparecimento de ovos (PRO) pés tratamento com
moxidectina se deve ao efeito contra larvas L4 encistadas na mucosa intestinal
(COBB E BOECKH, 2009). Estudos recentes tém mostrado a diminuigdo destes
intervalos e em alguns casos o PRO chegaram a ocorrer com 4 semanas apds o
tratamento com estas drogas (SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2007; LYONS et
al., 2008; MOLENTO et al 2008; ROSSANO et al., 2010; LYONS et al., 2011),
como mostra o presente trabalho, onde ha o reaparecimento dos ovos com 4
(abamectina) e 6 (moxidectina e ivermectina) semanas (Tabela 2).

O reaparecimento dos ovos nos animais tratados com ivermectina, assim
como a moxidectina, administrada pela via oral ocorreu no dia 42. Testes criticos
mostraram uma reducao de atividade da ivermectina contra formas imaturas de
pequenos estrongilos no lumen intestinal, e desta forma estaria acelerando o
processo de retorno de populacdo parasitaria adulta no lumen intestinal, com a

maturagao das larvas sobreviventes ao tratamento (LYONS et al., 2009).
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Diferente de Molento et al. (2008) que descreveram resisténcia por
ciatostomineos a lactonas macrociclicas no Brasil, onde avaliaram abamectina 2%,
ivermectina 1,8 e 2% e moxidectina 2%, apresentando ineficacia respectivamente
ao 28° dia pos-tratamento, o presente estudo mostrou eficacia de 100% da
moxidectina e da ivermectina ainda com 28 dias (Tabela 2).

Houve presenca deovos dos animais tratados por via oral com abamectina
com 21 dias, e da moxidectina e ivermectina com 42 dias (tabela 2), o que difere do
trabalho de Rubilar et al. (2001), onde os animais tratados com uma lactona
macrociclica (doramectina) oral se mantiveram negativos por mais de 60 dias, e
apresentaram uma baixa contagem até o fim do trabalho.

As drogas administradas por via oral mostraram eficacia anti-helmintica nos
dias 3, 7,14 e 21 (Tabela 3). No entanto, um baixo nivel de eficacia foi observado
apdés a administragao intramuscular desde o inicio do tratamento, corroborando
com o trabalho de Salgado (1998), onde equinos tratados com a formulagao
injetavel intramuscular, embora tenha apresentado uma redugéo significativa de
OPG, continuaram a eliminar os ovos e nao apresentaram 100% de negatividade.
Tal fato pode indicar que a administracdo oral tenha alguma vantagem sobre a
administracédo parenteral, pelo menos contra pequenos estrongilos (SAUMELL et al,
2017).



TABELA 3 - Eficacia (%) e intervalo de confianga dos grupos tratados com administragcéo oral e injetavel de abamectina,

ivermectina e moxidectina (mg/kg de peso vivo).

FARMACOS
Coletas INJETAVEIS ORAIS
Abamectina Ivermectina Moxidectina 0,2 Moxidectina 0,4 Abamectina Ivermectina Moxidectina

DO OPG 530 OPG 545 OPG 545 OPG 500 OPG 535 OPG 500 OPG 520
D3 89% (95-73) 77% (91-41) 88% (97-57) 82% (95-34) 100% 98% (100-78) 99% (100-92)
D7 87% (94-70) 93% (98-71) 74% (89-40) 76% (87-55) 99% (100-92) 99% (100-91) 99% (100-91)
D14 83% (92-65) 79% (90 - 54) 34% (60--9) 72% (88-34) 100% 100% 100%
D21 49% (76--7) 63% (83-20) 23% (55--32) 44% (68-1) 97% (100-77) 100% 100%
D28 56% (75-21) 80% (91-52) 19% (58--55) 34% (64--22) 94%( 99-54) 100% 100%
D42 61% (84-7) 79% (92-46) 11% (52--63) 25% (59--36) 75% (83-62) 83% (94-53) 74% (90-33)
D56 39% (72--36) 69% (90-3) -41% (30--186) 25% (61--45) 62% (74-42) 40% (69--19) 44% (78--43)
D70

35% (65--22)

44% (73--18)

-10% (54--161)

23% (58--42)

(-7%) (37--81)

(-4%) (52--126)

(-4%) (66--216)

Numeros em negrito significam eficacia maior que 95%.
Numeros em cor vermelha significam intervalo de confianga negativo.

Fonte: Elaborado pela autora



46

A falta de eficacia observada apdés a administragao intramuscular nido pode
ser considerada como evidéncia de resisténcia porque todas as drogas quando
administradas por via oral apresentaram eficacia anti-helmintica (SAUMELL et al,
2017). Campbell et al., (1989) destaca que a eficacia da administracao parenteral e
oral de ivermectina em cavalos era quase idéntico apds sua introdu¢do no mercado.

As administracbes de drogas anti-helminticas por diferentes vias sé&o
responsaveis por significativas diferengas no acumulo final da droga no parasita,
uma vez que a quantidade da droga é influenciada pela concentracdo desta nos
tecidos / fluidos onde o parasita esta localizado (ALVAREZ et al., 2000; MOTTIER
et al., 2006).

O tratamento por via oral resulta em uma maior eficacia anti-helmintica de
lactonas macrociclicas contra nematoides, em comparagdo com a administragao
parenteral como mostra as figuras 2 e 3. Corroborando com o trabalho Gopal et al.,
2001; Alka et al.,2004 que testaram a eficacia de ambas em ovinos e bovinos
(LEATHWICK E MILLER, 2013; CANTON et al., 2015).

Figura 2 - indices de OPG durante o tratamento por via intramuscular
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Figura 3 - indices de OPG durante o tratamento por via oral
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Fonte: Elaborado pela autora

Os resultados presentes neste trabalho podem ser explicados pelo acumulo
do farmaco no parasita relacionado a via de administracdo. Depois das
administragdes orais, uma concentracdo mais elevada da droga no conteudo
intestinal pode ser esperada em comparagao ao alcangado apds a administragcao
intramuscular, como mostra Perez et al., 2010 onde cavalos tratados por via oral
com a lactona macrociclica doramectina tinham concentracdes fecais mais altas e
mais precoces do que aquelas tratadas pela via intramuscular.

Neste caso, a via oral pode resultar em concentragbes mais altas no tecido
intestinal e nos proprios vermes em comparacdo com a administracéo parenteral e,
consequentemente maior eficacia, o que pode também ter ocorrido no presente
estudo.

A identificacdo das larvas mostrou que os ciatostomineos foram a maioria
dos estrongilideos presentes.Os percentuais médios de larvas infectantes obtidos
nos 7 grupos, no dia do tratamento, demonstraram predominio de Ciatostomineos
(97,7%), seguido por Strongylus edentatus (0,57%), Strongylus equi (1,5%) e
Tricostrongylos (0,14%). O aparecimento dos grandes Strongylus pode se dar pelo
longo tempo sem tratamento que os animais permaneceram antes ao inicio do
experimento (AUSTIN, 1994; ANDERSEN et al., 2013).
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Apods o tratamento com lactonas macrociclicas administradas por via oral,
nao foram identificadas a presenca de ciatostomineos resistentes aos farmacos
corroborando com Vera et al. (2020) e diferindo dos resultados encontrados por
Molento et al. (2008) que relataram falha no controle de ciatostomineos em uma
propriedade no Brasil, com resultados mostrando resisténcia ao febendazol,
pirantel, ivermectina, moxidectina e abamectina. No entanto, apds a administracao
injetavel foi possivel observar o predominio apenas de ciatostomineos durante todo
0 experimento.

Com vinte e um dias apds a administracdo dos anti-helminticos, quando
houve reaparecimento dos ovos, ocorreu também o aparecimento das larvas,
porém apenas ciatostomineos. Os Strongylos n&o reapareceram, tanto no

tratamento oral como injetavel.

TABELA 4 — Porcentagem (%) de lesdo e valor de P de animais tratados de forma

injetavel com abamectina, ivermectina, moxidectina 0,2 e 0,4mg/kg.

FARMACO CONCENTRAGCAO D3 D7 P
ABAMECTINA 1% 70% 60% 0.6733
IVERMECTINA 1% 60% 70% 0.6733

MOXIDECTINA 0,2 1% 40% 30% 0.3754
MOXIDECTINA 0,4 1% 80% 80% 1.000

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de tukey

considerando 5% de erro. Fonte: Elaborado pela autora

As avalicbes seriadas foram utilizadas para acompanhar o processo da
lesdo apds a aplicacdo no dia zero. A maioria das lactonas macrociclicas
mostraram uma imagem hipoecdica no terceiro dia correspondente a area lesada,
com excessao da ivermectina, que no sétimo dia mostrou hipocogenicidade em
70% (tabela 4) dos animais corroborando com Freitas (2004) que observou lesdes
severas no terceiro e décimo quinto dia apds infiltracbes de colagensase em
tenddes de equinos.

Embora a maioria das lesbes ocorram com a inje¢cdo intramuscular, a
administracdo  subcutdnea também pode causar algum dano (VAN
DONKERSGOED et al., 2000), uma vez que o solvente da formulacdo ou a
precipitacdo do medicamento pode irritar o tecido local (RASMUSSEN, 1980;
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REEVES, 2007).

Os animais tratados com moxidectina na dose de 0,4mg/kg receberam
volume dobrado quando comparado aos que receberam 0,2mg/kg, o que justifica
eles terem apresentado o maior percentual de lesdao na regido da injecao
intramuscular tanto do terceiro quanto no sétimo dia (Tabela 4).

O aumento ou diminuigdo da ecogenicidade muscular podem estar

associadas a miosites agudas ou fibroses e miosites crénicas, respectivamente
(DENOIX, 1999).

Figura 4 — Resumo das imagens ultrassonograficas no DO, 3 e 7

Fonte: Elaborado pela autora

Apds a aplicagdo intramuscular, o tamanho da lesdo pode apresentar
variagbes como mostra a figura 4 B e C. Conforme Crass et al. (1992) e Marr et al.
(1993), as diferengas observadas entre os animais, provavelmente estao
relacionadas a severidade das lesbes definidas inicialmente pelas avaliacbes
ultrassonograficas. Além disso Palmer et al., (1994) ressaltaram a possibilidade da
variagdo na resposta individual dos animais, tornando-se facil prever o
comportamento da lesdo. Freitas (2004) da mesma forma descreve essa
dificuldade em seu trabalho. Essas variagdes também foram encontradas no
presente estudo, visto que cada farmaco agiu de uma forma.

A deteccdo de concentragdes de medicamento residual no local da injegao é
muito variavel e pode ser causada pela absor¢cdo incompleta do volume total

administrado. As lesdes que diferentes veiculos podem produzir no local da injecao
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podem contribuir para a persisténcia de uma propor¢cdo da dose no sitio de
aplicagdo (GEORGE; HEINRICH; DEXTER, 1995) o que provavelmente pode ter
ocorrido no presente estudo.

Entre as diferentes preparagdes disponiveis no mercado farmacéutico
veterinario, as formulagdes injetaveis de liberagdo continua (por exemplo, veiculos
nao aquosos, como propileno glicol e varios 6leos) irritam os tecidos apds a injegéao
(BAGGOT; BROWN,

apresentacao injetavel pode causar irritagdo muscular e necrose no local da

1998). Segundo Anderson (1984) a ivermectina na

aplicagdo, o que provavelmente explica o inchago local, o tipo mais comum de
reagcdo adversa relatada. Segundo Pérez et al (2003) ndo observaram nenhum
sinal de intolerancia local ou sistémica apds a administracdo da ivermectina, na
formulacao injetavel, via intramuscular. Nesse trabalho, também nao foi observado
nos animais dos grupos tratados pela via IM, reagao inflamatéria no local da

aplicagao de nenhum antihelmintico.

Tabela 5 - Média e desvio-padrao da temperatura maxima (°C) do pescogo dos
equinos do experimento, de acordo com os grupos e dias de avaliagao.

DIAS DE AVALIACAO

GRUPOS DO D3 D7
Abamectina 35,56 + 1,54 36,00 + 0,83 34,43 + 1,62
Ivermectina 36,25 + 0,91 36,12 + 1,42 34,16 £ 1,80

Moxdectina 0,2 35,85+ 1,44 34,76 £ 1,45 33,46 + 1,15
Moxidectina 0,4 36,68 + 2,39 35,23 +1,45 34,12 + 1,01

Letras iguais na linha indicam que as médias n&o diferem entre si (Tukey, p>0,05).
Letras iguais na coluna indicam que as médias nao diferem entre si (Tukey, p>0,05).
Fonte: Elaborado pela autora

O presente estudo nao apresentou diferenga estatistica (Tabela 5) da
temperatura do local da aplicagéo nos dias 3 e 7 quando comparado a temperatura
do dia zero (controle).

No caso dos pontos e manchas quentes (Figura 5 B), todos possuiam uma
lesdo ultrassonografica associada, mas nem todas as lesdes que potencialmente
poderiam levar a um aumento de temperatura superficial diagnosticavel no
termograma, foram detectadas na termografia. Isso provavelmente ocorreu em
funcdo de que as lesdes ndo indicadas mostravam imagens compativeis com

processos nao ativos (sem dor), como também descrito por Turner (2001) em seu
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estudo com animais Puro Sangue Inglés de corrida.

Figura 5 — Resumo das imagens termograficas nos dias 0,3 e 7

Fonte: Elaborado pela autora

Na analise bioquimica sérica, todos os animais tratados tiveram alteragbes
nos valores das enzimas LDH e CK que estavam acima dos valores de referéncia
desde o inicio do experimento (D0). Possivelmente, isso se deve ao manejo dos
animais antes do tratamento, pois, os mesmos se encontravam em piquetes
distantes do estabulo, favorecendo maior atividade muscular pela forma de
conducao dos mesmos (MENDES, 2017).

A enzima LDH mostrou diferenga estatistica entre os dias observados, no
grupo tratado com a ivermectina, sendo observados médias mais altas no dia 7,
tanto no grupo tratado de forma injetavel como no grupo tratado de forma oral.

Foi possivel observar que o valor da atividade enzimatica da LDH foi alto,
apresentando assim discrepancia com valores encontrados por Toledo et al. (2001)
de 167- 190,9 Ul/L, para cavalos PSI em repouso. Porém, de acordo com
Thomassian et al. (2007), valores mais elevados de LDH, como verificado,
poderiam estar relacionados ao grupo de animais utilizados e suas respectivas
caracteristicas, interferindo na atividade das enzimas musculares. Portanto, além
das diferencas entre os tipos raciais e o tipo de exercicio que desempenham,
considerou-se que a enzima em questao nio apresenta especificidade em relagao
ao tecido muscular estriado esquelético.

A AST se mostrou dentro dos valores de normalidade durante todo o
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experimento e € uma enzima que eleva seus niveis séricos mais tardiamente em
comparagao com a CK, em casos especificos de danos musculares (PEREZ et al.,
2000). Portanto, a CK aumentada e o TGO dentro dos limites normais indicam
dano muscular recente (TADICH et al., 2000).

No presente experimento ndo houve alteracdo da atividade da AST, o que
com base na literatura, ndo caracteriza o reconhecimento de lesdo hepatica, pois
segundo Gregory et al (1999), valores normais de AST associado com aumento de
CK néo caracteriza lesdao ou sobrecarga hepatica, e sim, lesdo muscular,
principalmente no momento D3. A AST e CK neste dado momento, tem uma
interagdo particular indicando que ocorreram lesdes musculares agudas e
continuas, quando se acompanha a cinética enzimatica ao longo dos momentos,
corroborando com os achados de Calzada (2011) na avaliacdo do estresse bovino
em relagdo ao manejo, transporte e bem-estar.

A uréia apresentou diferencga estatistica significativa entre os dias, em todos
0s grupos tratados: ivermectina (oral e injetavel), abamectina (oral e injetavel) e
moxidectina (oral e injetavel), mostrando médias maiores no dia 7, porém, assim

como a creatinina, estavam dentro dos limites fisiolégicos para equinos.

CONCLUSAO

Todos os anti-helminticos administrados por via oral promoveram controle
eficaz contra nematdédeos gastrintestinais, enquanto o tratamento parenteral além
de nao apresentar eficacia, promoveu lesdo muscular aguda, sem presenga de
inflamacao, independentemente do principio ativo e da dose. Nao se pode concluir
que as lactonas macrociclicas ja apresentam resisténcia, visto que houve eficacia
quando administrada de maneira oral, porém observou-se um periodo de
reaparecimento de ovos precoce, indicativo de tal problema. Os parametros
bioquimicos sanguineos mostraram auséncia de toxicidade nas doses estudadas,
tanto na administragdo enteral quanto na parenteral. Sendo assim, este estudo
demonstrou que a utilizacdo de diferentes vias de administragcdo das lactonas
macrociclicas em equinos apresentam variacdo nos resultados e que mais estudos

precisam ser realizados nesta area.
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RESUMO

Os anti helminticos sdo uma das classes de medicamentos veterinarios mais
utilizadas em todo o mundo na profilaxia e tratamento de infecgbées por parasitas,
sendo as lactonas macrociclicas a classe mais amplamente utilizada em equinos.
Sao encontradas no mercado apenas em apresentagao oral para esta espécie,
tendo um custo elevado e com relatos de resisténcia. Visto que as LM injetaveis
tém o custo inferior quando comparado ao tratamento oral sendo de grande
viabilidade para os criadores, esse trabalho objetivou avaliar a eficacia de trés
lactonas macrociclicas administrados por via intramuscular em doses diferentes,
uma dose convencional e uma dose duplicada. O experimento foi realizado no
periodo de margo a maio de 2020, com a utilizagao de 60 equinos, da ragca Quarto
de Milha, sendo os mesmos divididos em 6 grupos inteiramente casualizados. As
drogas utilizadas foram a abamectina (0,2 e 0,4mg/kg), moxidectina (0,2 e
0,4mg/kg) e a ivermectina (0,2 e 0,4mg/kg) pela via intramuscular. Foram
realizadas coletas de fezes para contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e
coprocultura para posterior identificacdo de larvas infectantes nos dias 0, 3, 7, 14,
21 e 28. Os resultados foram analisados para se obter o percentual da redugao do
nuamero de ovos por grama de fezes (R- OPG), utilizando o programa estatistico
RESO. Os farmacos administrados por via injetavel apresentaram redugdes abaixo
de 95% durante todo o experimento, independente da dose (32 e 75%) para
moxidectina, (64 e 79%) para ivermectina e (73 e 70%) para abamectina e as
coproculturas evidenciaram a persisténcia de larvas apés o tratamento. Portanto,
conclui se que as LM administradas por via injetavel, independente da dose,
apresentaram baixa eficacia, ndo podendo recomenda-las para o tratamento de
verminoses em equinos.

Palavras-chave: anti-helmintico, eficacia, administragao injetavel
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ABSTRACT-

Anthelmintics are one of the most used veterinary medication classes worldwide in
the prophylaxis and treatment of parasite infections, with macrocyclic lactones being
the most widely used class in horses. They are found on the market only in oral
presentation for this species, having a high cost and already reports of resistance.
Since injectable SCM have a lower cost when compared to oral treatment and are
highly viable for breeders, this study aimed to evaluate the effectiveness of three
macrocyclic lactones administered intramuscularly in different doses, a conventional
dose and a double dose. The experiment was carried out from March to May 2020,
with the use of 60 Quarter Horse horses, divided into 6 completely randomized
groups. The drugs used were abamectin (0.2 and 0.4 mg / kg), moxidectin (0.2 and
0.4 mg / kg) and ivermectin (0.2 and 0.4 mg / kg) intramuscularly. Stool collections
were performed to count eggs per gram of feces (OPG) and co-culture for later
identification of infective larvae on days 0, 3, 7, 14, 21 and 28. The results were
analyzed to obtain the percentage of number of eggs per gram of feces (R-OPG),
using the RESO statistical program. The drugs administered by injection showed
reductions below 95% throughout the experiment, regardless of the dose (32 and
75%) for moxidectin, (64 and 79%) for ivermectin and (73 and 70%) for abamectin
and the co-cultures showed larvae persistence after treatment. Therefore, it is
concluded that the LM administered by injection, regardless of the dose, presented
low efficacy, and cannot be recommended for the treatment of worms in horses.

Keywords: anthelmintic, efficacy, injectable administration
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INTRODUCAO

Os anti-helminticos sdo uma das classes de medicamentos veterinarios mais
utilizadas em todo o mundo na profilaxia e tratamento de infecgées por parasitas,
sendo essenciais para a manutencao da saude animal e viabilidade econémica da
producao animal (COOPER et al., 2012).

Dentre os vermifugos, o grupo das avermectinas, que sao lactonas
macrociclicas (LM), é o mais amplamente utilizado em todo o mundo, sendo a
ivermectina a mais conhecida e utilizada entre elas devido ao seu amplo espectro
de atividade, alta eficiéncia e elevada margem de seguranca. Posteriormente,
varias drogas passaram a ser desenvolvidas como alternativa a ivermectina, como
por exemplo, a eprinomectina, abamectina e moxidectina (DANAHER et al., 2012).

Nas ultimas décadas, o uso indiscriminado de drogas anti-helminticas
colaborou para o surgimento de populagées de nematoides resistentes aos anti-
helminticos, principalmente os pertencentes a subfamilia Cyathostominae,
comumente conhecidos como ciatostomineos, ameagando seriamente a saude, o
bem-estar e a produgado equina em diversas localidades do mundo (PEREGRINE et
al., 2014; TRAVERSA et al., 2009; KAPLAN et al., 2004).

Levando em conta que a resisténcia a ivermectina vem se tornando comum
entre os parasitos gastrintestinais dos pequenos ruminantes e bovinos, estudiosos
sugerem que a resisténcia as LMs pelos ciatostomineos sera um fato inevitavel
(KAPLAN et al., 2004; CANEVER et al., 2014). Outro agravante é o fato de haver
pouca perspectiva de surgimento de um novo grupo quimico de anti-helminticos
para equinos (NIELSEN et al., 2007).

Sendo assim, é de extrema importancia um estudo que avalie a eficacia de
drogas antihelminticas em diferentes apresentacbes e em diferentes doses visto
que nao ha recomendagdes de tratamento com lactonas macrociclicas injetaveis
disponiveis no mercado para equinos e que o custo do produto injetavel € muito
inferior ao da apresentacdo oral, podendo ser viavel e de grande interesse aos

criadores.
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OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram avaliar a eficacia de trés lactonas
macrociclicas, em sua formulagéo injetavel, administradas de forma intramuscular
sob doses diferentes e analisar as larvas infectantes e os diferentes géneros

presentes nos animais, antes e apos o tratamento.

MATERIAL E METODOS

3.1 Local e delineamento experimental
O estudo foi realizado na Fazenda Cérrego Seco, localizada no municipio de

Castilho — SP (latitude 20°52'09.0" sul, longitude 51°29'22.9"oeste), conveniada
com a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas (FCAT), UNESP - Campus
de Dracena.

Foram utilizados 60 equinos mesticos da raga Quarto de Milha (machos e
fémeas) identificados através de nome, numero ou resenha.O delineamento foi
inteiramente casualizado,formando 6 grupos homogéneos de 10 animais.

Estes animais foram mantidos em pastagem, naturalmente infectados por
helmintos e ndo receberam qualquer tipo de tratamento antiparasitario até 120 dias
antes do inicio do estudo.

No dia 0 foram administradas as respectivas drogas com as seguintes

dosagens:

TABELA 1 — Farmacos, dose, concentragao e vias de administragcdo usadas nos

animais durante o experimento:

GRUPO DROGA DOSE CONCENTRACAO ADMINISTRACAO
G1 IVERMECTINA  0,2mglkg 1% IM
G2 IVERMECTINA  0,4mg/kg 1% IM
G3 MOXIDECTINA  0,2mg/kg 1% M
G4 MOXIDECTINA  0,4mg/kg 1% M
G5 ABAMECTINA  0,2mglkg 1% M
G6 ABAMECTINA  0,4mg/kg 1% IM

Fonte: Elaborado pela autora
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3.2 Coleta de fezes e coprologia qualitativa e quantitativa

As coletas de fezes ocorreram nos dias 0, 3, 7, 14, 21 e 28, diretamente
plasticos e mantidas em caixa térmica com gelo quimico, até sua chegada no
laboratdrio, onde foram refrigeradas até o momento das analises, que ocorreram
em um prazo de até 24 horas.

Foram realizados exames para contagem de ovos por grama de fezes (OPG)
da ampola retal de cada animal. As amostras de fezes foram acondicionadas em
sacos utilizando-se camara de McMaster, segundo a técnica de Gordon e Whitlock
(1939) modificada. A técnica para o OPG constitui-se em diluir 4 gramas de fezes,
previamente homogeneizadas, em 56 ml de solugdo salina hipersaturada para a
suspensao dos ovos. Em seguida o conteudo foi filtrado para preenchimento das
duas camaras de MacMaster. A contagem de ovos foi efetuada e o resultado foi
multiplicado por 25, expressando o numero final em ovos por grama de fezes
(OPG).

A determinacédo da reducado das contagens de OPG (R-OPG) dos animais
tratados foi calculada com base nas médias aritméticas apdés o tratamento em
relacdo ao OPG inicial de cada tratamento (COLES, 1992).

R-OPG = (T2 /T1) x 100, onde:

T1 = média de OPG do tratamento no dia 0; T2 = média de OPG horas ou
dias apos o tratamento.

Foram consideradas efetivas no controle das parasitoses gastrointestinais de
equinos, as drogas que propiciaram um percentual de reducdo de OPG superior a
95%. Para o anti-helmintico ser considerado efetivo no controle das parasitoses
gastrintestinais de equinos, os produtos devem propiciar percentual de redugao de
OPG superior a 95% (MOLENTO, 2005).

Também foi realizado o cultivo de fezes para extracdo das larvas pelo
método de Roberts e O’Sullivan (1950) e posterior identificacdo pela chave de
Madeira de Carvalho (2001). A técnica consiste em colocar 50-60 gramas de fezes
em copos de plastico descartaveis. Estes foram umedecidos, cobertos por um
papel aluminio perfurado e colocados na estufa (BOD) durante 14 dias a
temperatura de 26-28°C e umidade relativa de 70- 80%. Apds este periodo, o copo
com as fezes foi preenchido com agua e invertido sobre uma placa de Petri, a qual

foi igualmente preenchida por agua. Esta entdo, foi recolhida para um tubo de
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ensaio apos 24 horas, os quais foram tampados e armazenados em refrigerador a
4-5°C até contagem e identificacdo larval (MADEIRA DE CARVALHO, 2001). As
larvas de estagio 3 foram concentradas por sedimentagéo natural durante 24 horas,
observadas a fresco ou coradas e fixadas com soluto de Lugol, e identificadas nos
diferentes géneros e/ou espécies. Foram determinadas ainda, a abundancia
proporcional de cada género/espécie presente, sempre que possivel com base na
contagem de 100 exemplares. Para diferenciacdo das L3 dos diferentes
géneros/espécies de estrongilideos foi utilizada uma chave dicotdmica proposta por
Madeira de Carvalho (2001) baseada na observagdao do numero e forma das
células intestinais, comprimento total da larva, incluindo a bainha, presenca ou
auséncia de bainha perilarvar e aspecto da cauda da bainha, e em que os

diferentes géneros/ espécies sao agrupados e identificados.

ANALISE ESTATISTICA

O percentual da redugdo do numero de ovos por grama de fezes (R-OPG)
para cada grupo foi estimado comparando o OPG pré-tratamento com o pos-
tratamento, utilizando-se as médias aritméticas das contagens de OPG antes e
apos o tratamento, por meio do programa ‘Reso’ FECRT Analysis Program, version
2.0 (WURSTHORN & MARTIN, 1989). Para variavel OPG foi utilizada analise de
variancia por meio do procedimento para modelos mistos (PROC MIXED) com a
utilizacao do Statistical Analysis System, version 9.2 (SAS Institute, Inc., Cary, NC,
USA). Os dados foram submetidos a teste de normalidade e quando necessario
transformados em (log10 (x+1)). As médias foram comparadas através do teste de

Tukey a um nivel de significancia 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No dia do tratamento anti-helmintico (D0), a contagem de ovos por grama de
fezes demonstrou que os grupos obtiveram médias semelhantes, sem diferencga
estatistica significativa (p > 0,05), o que reflete a homogeneidade dos grupos
(Tabela 2).
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TABELA 2 - Valores médios, Erro padrdo da média (EPM), e valor de P de ovos por grama (OPG) dos grupos tratados com

administracdo oral e injetavel de abamectina 0,2 e 0,4mg/kg, ivermectina 0,2 e 0,4mg/kg e moxidectina 0,2 e 0,4 (mg/kg de peso

Vvivo).
FARMACO
Dia Abamectina 0,2 Abamectina 0,4 Moxidectina 0,2 Moxidectina0,4 Ivermectina 0,2 Ivermectina0,4 EPM P valor
DO 500 (200 — 1300) 515 (200 — 750) 536 (0 — 1500) 527 (200 — 1100) 523 (200 —950) 500 (100 -1100) 35,58 0,999
D7 282 (0 — 1200) 235 (0- 1000) 172 (0 — 450) 182 (0 — 600) 195 (0 — 450) 90 (0 — 400) 29,01 0,547
D14 137 ab (0 —500) 155ab (0-950) 363 a(1000-700) 132ab(0-300) 186ab(0—-450) 105b(0-350) 2559 0,036
D21 419 (0- 900) 245 (0 — 650) 581 (250 — 1050) 264 (0 — 600) 323 (0 —950) 277 (0-800) 3593 0,05
D28 200 (0 — 1050) 285 (0 — 800) 455 (100 — 1400) 136 (0 — 450) 450 (0 — 1300) 140 (0—450) 40,89 0,05

Letras distintas na mesma linha indicam diferencga significativa entre as médias pelo teste de tukey considerando 5% de erro.

Fonte: Elaborado pela autora
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Sete dias apds a aplicacdo dos anti-helminticos, foi observado redugdo nas
médias de opg em todos os grupos, onde os tratamentos com moxidectina em
ambas as doses administradas (0,2 e 0,4 mg/kg) apresentaram as menores médias,
diferindo dos animais tratados com abamectina, que apresentaram as maiores
médias no D7 (Tabela 2).

O tratamento com a moxidectina na dose de 0,2mg/kg, apresentou diferenca
estatistica quando comparado ao grupo tratado com ivermectina na dose de
0,4mg/kg, sendo que estes nado apresentaram diferenca aos demais grupos.O
grupo tratado com moxidectina na dose de 0,2mg/kg apresentou a maior média de
OPG no D14, ja quando administrada na dose duplicada (0,4mg/kg)proporcionou
maior reducéo.

A partir do D21 foi observado um aumento nas médias de opg em todos os
grupos tratados. A moxidectina na dose de 0,2mg/kg no D28 além de apresentar a
maior média, também se mostrou com valores maiores comparado ao inicio do

experimento (DO).

TABELA 3 - Eficacia (%) e intervalo de confianga dos grupos tratados com

abamectina, ivermectina e moxidectina nas doses de 0,2 e 0,4 mg/kg

COLETA DROGAS
s MOXI02  MOXI04  IVERO2  IVERO4  ABAO,2 ABA 0,4
DO 536 527 523 500 500 523

D7 68% (85-30) 66% (83-32
D14 32% (65--30) 75% (87-53

63% (80-31) 82% (93-49) 44% (78--43) 54% (81--12)
64% (81-32) 79% (91-49) 73% (89-34) 70% (92--8)
D21 -8% (39-92) 50% (71-15) 38% (67--17) 45% (74--19) 16% (57--62) 52% (78--1)
D28 15% (58--72) 25% (89-40) 14% (56--70) 72% (88-36) 60% (87--23) 45% (75--23)

N ~— ~— ~—

Numeros em cor vermelha significam intervalo de confianga negativo. Fonte: Elaborado pela autora

Independente da dose utilizada, nenhum tratamento apresentou reducao
acima de 95% como recomenda Molento, 2005.

A R-OPG da moxidectina, no dia 14 foi de 32% na dose de 0,2mg/kg € 75%
na dose 0,4mg/kg, ou seja, conforme a aplicagdo da dose dobrada, os valores de
reducdo também aumentaram, como mostra a tabela 2.

Esse baixo nivel de eficacia observado apds a administragao intramuscular

desde o inicio do tratamento corrobora com o trabalho de Salgado (1998), onde
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equinos tratados com a formulagdo injetavel intramuscular, embora tenha
apresentado uma redugado significativa de OPG, como mostra a figura 1,

continuaram a eliminar os ovos e néo apresentaram 100% de negatividade.

Figura 1 — indices de OPG durante o tratamento injetavel com doses

convencionais e dobradas.

TRATAMENTO INJETAVEL

700
600
500 N\
© 400
(=8
O 300
200 . N
T
100
0
DO D7 D14 D21 D28
DIAS
MOXI 0,2 MOXI 0,4 IVER 0,2
IVER 0,4 e ABA 0,2 ABA 0,4

Fonte: Elaborado pela autora

No trabalho de Gomide et al. (2015) e Barbosa et al. (2018) foram utilizados
o principio ativo ivermectina, por via intramuscular, e o resultado encontrado foi
100% e 99,7% de eficacia, o que difere dos resultados encontrados nesse estudo,
onde foi observado 64% na dose de 0,2mg/kg e 79% na dose de 0,4mg/kg no dia
14 (Tabela 2).

A abamectina em ambas as doses administradas foi o farmaco que
apresentou maior R-OPG (73 e 70% respectivamente) quando comparado com a
moxidectina e a ivermectina.

A lipofilicidade é uma das propriedades fisico-quimicas mais importantes das
LM, pois € o que determina a velocidade de absorcao pelo organismo. As variagdes
de lipofilicidade entre as lactonas macrocdclicas definem as importantes e
significativas alteragdes de eficacia e atuagéo entre esses elementos, propiciando

maior ou menor disponibilidade no organismo animal (ONG; LIU; PIDGEON, 1996).
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Varios pesquisadores demonstraram que a condi¢do corporea (gordura
contra tecido muscular) possui influéncia sobre a farmacocinética da droga. No
caso da ivermectina, meias-vidas mais longas foram observadas em espécies
obesas, suinos e ovinos, em comparagdo com o gado bovino (HENNESSY;
ALVINERIE, 2002), além disso a deteccdo de concentragdes de medicamento
residual no local da injecdo € muitovariavel e pode ser causada pela absorgao
incompleta do volume total administrado. As lesdesque diferentes veiculos
podem produzir no local da injecdo podem contribuir para apersisténcia de uma
proporcao da dose no sitio de aplicacdo (GEORGE; HEINRICH; DEXTER, 1995)
0 que explicaria a baixa eficacia das drogas administradas de maneira injetavel
no presente estudo.

A identificagdo das larvas mostrou que os ciatostomineos foram a maioria
dos estrongilideos presentes. Os percentuais médios de larvas infectantes
obtidos nos 6 grupos, no dia do tratamento, demonstraram predominio de
Ciatostomineos (95%), seguido de Tricostrongylos (5%).

Apods o tratamento, foram identificadas a presenga de ciatostomineos e
tricostrongylos resistentes a todos os farmacos estudados corroborando com os
resultados encontrados por Molento et al. (2008) que relataram falha no controle
de ciatostomineos em uma propriedade no Brasil, com resultados mostrando
resisténcia a ivermectina, moxidectina e abamectina e diferindo de Vera et al.
(2020) que observou eficacia das LM contra pequenos strongylos, porém

aplicadas por via oral.

CONCLUSAO

Conclui se que as lactonas macrociclicas administradas por via
intramuscular, independente da dose, apresentaram eficacia abaixo do
recomendado, permanecendo apds a aplicagdo os dois géneros presentes no
estudo (Ciatostomineos e Tricostrongylos), portantondo sendo indicadas nas
doses avaliadas, por esta via de administragdo para o tratamento de

helmintoses em equinos.
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