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RESUMO

COUTO, Ademar Luiz Gomes do. ““ Desenvolvimento e Eficicia Terapéutica de Ragéo
Suplementada com lvermectina no Tratamento de Syphacia obvelata em camundongos”.
Rio de janeiro, 2019. Dissertacdo (Mestrado Profissional de Formag&o para a Pesquisa
Biomedica - Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O status sanitario dos animais de laboratorio € um importante fator que pode afetar
os resultados dos experimentos neles realizados. Entre os patdgenos que podem afetar
estes animais, o endoparasita Syphacia obvelata € um dos mais prevalentes em biotérios.
Os protocolos de tratamento deste parasita sdo laboriosos, pois envolvem tratamentos
individuais ou em veiculos ndo homogéneos e de estabilidade duvidosa. O objetivo deste
trabalho foi elaborar uma ragdo terapéutica suplementada com ivermectina para o
tratamento de camundongos positivos para S. obvelata. Foram realizados quatro
experimentos. No primeiro experimento os camundongos fémeas de linhagem C57BL/6
receberam racdo suplementada com 12 ppm de ivermectina por 1,2,4 e 8 semanas (10
animais por grupo). Camundongos controle positivos, de mesma linhagem néo receberam
a racao pelo mesmo periodo. Ao fim cada tratamento os animais foram avaliados com
testes parasitoldgicos de fita adesiva e necropsia. Ndo foi encontrada a presenca do
parasita em nenhum dos grupos medicados ao término do periodo de tratamento. Os
respectivos grupos controle permaneceram parasitados. No segundo experimento foi
avaliado o potencial de reinfeccdo do parasita. Os camundongos machos C57BL/6 (5 por
grupo) receberam a ragdo com ivermectina por 1,2,4 e 8 semanas enquanto que um grupo
controle ficou sem receber a racdo. N&o foi observada reinfeccdo por um periodo de até
11 semanas apds a suspensdo do tratamento para o grupo que recebeu por uma semana.
Nos outros grupos também nao foi observada reinfecgcdo. Os experimentos 3 e 4 testaram
0 uso da racdo em situagOes reais de colbnias infestadas por S. obvelata. Camundongos
positivos para o parasita de diversas linhagens receberam a racdo associada por uma e
duas semanas. Os animais apresentaram-se negativos para o0 parasita apos 7 dias de
tratamento. Os resultados deste estudo indicam que o uso de racdo suplementada com 12
ppm de ivermectina € um método eficiente para elimina¢do do parasita Syphacia obvelata.
Palavras chave: Animais de laboratorio, lvermectina, Rac¢do, Mus musculus,
Syphacia obvelata, Mus musculus, nematoides, camundongo, controle sanitario.



ABSTRACT

COUTO, Ademar Luiz Gomes do. ““ Desenvolvimento e Eficicia Terapéutica de Ragéo
Suplementada com lvermectina no Tratamento de Syphacia obvelata em camundongos”.
Rio de janeiro, 2019. Dissertacdo (Mestrado Profissional de Formacéo para a Pesquisa
Biomedica - Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

The sanitary status of laboratory animals is an important factor that may affect the
results of the experiments performed on them. Among the pathogens that can affect these
animals, the endoparasite Syphacia obvelata is one of the most prevalent in animal
facilities. The parasite’s treatment protocols is complicate, since involves individual
treatments or in non-homogeneous and dubious stability vehicles. This work goals were
elaborate an ivermectin supplemented therapeutic animal food to treat S. obvelata positive
mice and put to test this efficacy. Four experiments were carried out. In the first
experiment the female mice of C57BL / 6 lineage received feed supplemented with 12
ppm of ivermectin for 1,2,4 and 8 weeks (10 animals per group). Positive control mice of
the same strain did not receive the food at the same period. At the end of each treatment
the animals were evaluated with adhesive tape and necropsy parasitological tests. The
parasite’s presence was not found in any of the medicated groups at the end of the
treatment period. The respective control groups remained parasitized. In the second
experiment the potential of reinfection of the parasite was evaluated. C57BL / 6 male
mice (5 per group) received the ivermectin diet for 1, 2, 4 and 8 weeks while a control
group was left without receiving the drug associated feed. No reinfection was observed
for up to 11 weeks after discontinuation of treatment for the group receiving one week.
No reinfection in the other groups was observed also. Experiments 3 and 4 tested the food
in usually infested S. obvelata colonies. Positive mice of several lineages received the
associated food for one and two weeks. After 7 days of treatment the animals were found
negative for the parasite. This studies indicates the use of feed supplemented with 12 ppm
of ivermectin as an efficient method for elimination of the parasite Syphacia obvelata.
Key words: Laboratory animals, lvermectin, animal food, Mus musculus, Syphacia
obvelata, Mus musculus, nematodes, mouse, sanitary control.
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INTRODUCAO

Ha séculos o homem utiliza animais em pesquisas cientificas na busca do
conhecimento e beneficio para a satide de ambos. Porém, apesar de sua importancia na
geracdo deste conhecimento, estes animais foram relegados durante muito tempo a um
segundo plano dentro do contexto cientifico. Por muito tempo foram desconsiderados em
seus aspectos biologicos, sanitarios, e em seu bem-estar (BAKER, 1998).

Apenas recentemente, percebeu-se a influéncia do modelo animal e seu bem-estar
nos resultados de um experimento (POOLE, 1997). Como consequéncia surge a Ciéncia
em Animais de Laboratério, cujo tema principal de estudo é o prdprio animal que sera
utilizado na pesquisa e como este deve ser criado e manipulado (QUIMBY, 1994). A
Ciéncia de Animais de Laboratdrio tem como base a ideia que o resultado final de um
estudo com animais é diretamente proporcional a qualidade e confiabilidade destes
animais. Desta forma, a escolha do modelo correto e a manutencéo e a qualidade destes
materiais sdo de suma importancia para a obtencdo de resultados fidedignos. Estas
condic¢des sdo fundamentais para garantir a reprodutibilidade dos mesmos por outros
profissionais, quando utilizadas as mesmas metodologias.

A Ciéncia em Animais de Laboratdrio engloba uma série de areas que servem
como base para todas as outras ciéncias que utilizam animais em seus trabalhos. Estas
areas incluem entre outras: sanidade animal, genética, manejo reprodutivo, bem-estar,
edificacdo, ética e educacéo.

A contribuicdo dos animais de laboratério na pesquisa biomédica envolve diversos
campos, como o desenvolvimento de drogas para as mais diversas enfermidades humanas
e animais, vacinas e soros, técnicas cirurgicas, transplantes de érgaos, terapia celular e
conhecimento béasico da biologia dos seres vivos (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA,
2002). Apesar da constante discussdo na sociedade e na comunidade cientifica sobre
métodos alternativos ao uso de animais, a sua utilizagdo ainda é necessaria (FRAZIER;
GOLDBERG, 1990; HORNBERGER et al, 1999).

O uso cientifico de animais pode ser dividido em 3 areas principais: geragdo de
novos conhecimentos bioldgicos (pesquisa bésica), testes de eficacia e seguranca de
drogas e produtos para uso humano e ensino. A qualidade dos animais utilizados nas duas
primeiras areas é fundamental para a obtencdo de resultados precisos e reprodutiveis.

A auséncia dessa qualidade pode gerar resultados imprecisos e conclusdes

incorretas.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Importéncia da qualidade do controle sanitario em animais de laboratorio

As pesquisas realizadas em animais podem ser afetadas por agentes infecciosos
presentes nas colbnias e levar a diminuicdo da sensitividade e precisdo dos resultados
(BAIRD et al., 1982). Apesar de clinicamente sadios, animais de laboratério podem ser
portadores de diversos patdgenos com potencial de causar alteragdes nos resultados de
experimentos. Animais infectados ndo sdao modelos ideais para pesquisas em oncologia,
imunologia, virologia, e diversas outras areas. Em uma extensa revisdo, (BAKER, 1998)
apresenta os principais patdgenos de camundongos, ratos e coelhos e como estes, mesmo
sem induzir sinais clinicos, podem afetar as diversas areas da pesquisa biomédica.

A maioria das contaminagdes em roedores ndo necessariamente apresenta sinais
clinicos de doenca e se tornam latentes (BAKER, 1998). Entretanto, infeccBes tém
impacto consideravel nos resultados das pesquisas (SILVEIRA et al., 2003). Apesar de
ndo tornarem o animal doente a presenca destes patdgenos tem demonstrado na pratica a
possibilidade de interferir nos resultados por meio de contaminagdo de amostras de
orgédos, tumores e outros tecidos, alterar sistema imunoldgico, padrdes bioquimicos,
hormonios entre diversos outros e efeitos e desta forma torna os resultados néo confiaveis
(BAIRD et al., 1982). Estas infec¢des, quando ndo levam a mortalidade, podem causar
alteracdes nos resultados experimentais (PINTO et al., 1984; LYTVYNETS et al. 2013),
pode aumentar ou diminuir a suscetibilidade do hospedeiro ao estresse experimental e
induzir danos em tecidos, pode estimular o crescimento de tecido anormal, competir por
nutrientes, diminuir o volume sanguineo e fluidos corporais e causar interferéncia
mecanica (BAKER, 1998).

Poucos trabalhos avaliaram o padréo sanitario dos animais de laboratorio no Brasil
(ROSENKRANZ et al., 1978; GILIOLI et al., 2000, 2003). Coletivamente estes trabalhos
indicam a dificuldade de encontrar no Brasil instituicGes que possuem animais livres de
patdgenos. Recentemente, algumas instituicGes adequaram suas instalacbes com barreiras
sanitarias e programas de monitoramento para produzir animais livres de patdégenos, mas
estas estdo restritas a grandes centros de pesquisa. Contribui para esta situacao a auséncia
de laboratério que realizam testes diagndsticos de forma rapida e profissional. O Brasil

possui poucos laboratorios especializados em animais de laboratério.
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Biotérios

O uso de animais criados sob um sistema de barreiras com controle de condicGes
ambientais e submetidos a controles sanitarios periddicos é de extrema importancia para
a producéo de resultados precisos (LYTVYNETS et al. 2013). Nestes animais, a auséncia
de patdgenos elimina uma importante variavel na anélise dos resultados.

Os biotérios sao instalacGes fisicas destinadas a produzir (biotérios de criacdo) e
manter animais (biotérios de experimentacao) para 0s mais diversos ensaios que atendam
a pesquisa, ensino e producdo/controle de qualidade para as areas biomédicas, ciéncias
humanas e tecnologias (ABDALLA, 2001). Seu desenho estrutural deve corresponder a
sua finalidade e é o constituinte principal que assegura a eficacia funcional e o bem-estar
do animal nela mantido.

Barreiras sanitarias sdo estratégias que os biotérios utilizam para evitar a entrada
de patdgenos que podem interferir nos estudos e a saida de organismos que podem
contaminar o homem ou o ambiente (ABDALLA, 2001). Esta protecdo sanitaria pode ser
realizada por meio de equipamentos ou por manejos especificos. Barreiras sdo sistemas
que integram aspectos estruturais, equipamentos e métodos de operacdo, bem como 0s
componentes das edificagdes, como pisos, paredes, portas “air-locks”, sistema de controle
de ar, dentre outros para obter um controle ambiental e minimizar a possibilidade de
contaminacdo (POLITI et al., 2008; GORSKA; 2000:).

Estas barreiras ainda podem ser divididas em primarias, quando relacionados aos
componentes da edificacdo (pisos, paredes, portas) e secundarias, quando relacionadas
aos componentes de manejo dos animais como: caixas micro ventiladas, autoclaves,
sistema de filtracdo de ar entre outras (GORSKA; 2000; ABDALLA, 2001).

Classificagdo dos modelos biolégicos quanto a qualidade sanitaria

A presenca de barreiras sanitarias e principalmente o estado sanitario, classificam os
animais como (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002):

e Animais Gnotobiodticos — Sdo todos os animais com microbiota conhecida e

definida. Gnotobioticos sdo obtidos por derivacdo cesariana estéril ou mais

recentemente por transferéncia de embriGes para fémeas sem patdgenos, para
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obter nivel zero de microbiota. Sdo mantidos com alimento, agua e substrato
esterilizados.

Os Gnotobidticos se dividem em dois tipos: os “Germfree” e os Animais com
microbiota definida

o Animais “Germfree” (GF) - Sdo animais totalmente livres de microbiota,
sem qualquer tipo de microrganismo e, portanto, isentos de parasitas. S&o
também chamados de animais axénicos. Necessitam de isolamento
absoluto em estruturas estéreis e recebem suporte idem para manter seu
“status” sanitario.

o Animais com microbiota definida (FD) — S&o obtidos pela inoculagéo
intencional em animais “germfree” de um microrganismo (monoxenos)
ou mais (polixenos) através do substrato ou da alimentacdo/agua. Estes
animais ap0s constatacdo positiva e estabilizacdo de microbiota sdo
repassados para isoladores de forma a manter seu “status” sanitario.

e Animais SPF (“SpecificPathogenFree”) — Sdo animais mantidos em biotérios
protegidos por barreiras sanitarias que impedem a entrada de microrganismos
patogénicos. Animais SPF sdo definidos de acordo com uma lista de exclusdo
onde sdo citados comdetalhamento todos os organismos excluidos

e Animais Convencionais — S&0 animais com microbiota indefinida, criados em
ambientes sem barreiras muito rigorosas, com rotinas sanitarias mais simples que
nas categorias acima listadas. Todos 0s animais que ndo se encaixam em
parametros Germfree, microbiota definida ou SPF s&o considerados
convencionais. Animais convencionais submetidos a barreiras sanitarias e a
técnicas de melhoria da qualidade sanitaria, controle de qualidade e eliminacgéo de

microrganismos sdo comumente chamados de convencionais controlados.

N&o temos um panorama preciso de como sdo o0s biotérios brasileiros em relacéo
ao estado sanitario. Apesar do investimento em racks individualmente ventilados,
realizado por muitos biotérios nos ultimos anos, ha poucos indicativos de uma melhora
acentuada na qualidade sanitaria dos animais. Devido a dificuldade para a realizacéo de
testes sorologicos para deteccdo de patdgenos de animais de laboratorio no Brasil, pode-
se sugerir que boa parte dos biotérios ainda se encontra classificado como convencional

e convencional controlado.
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Ja em relacdo a endoparasitas e ectoparasitas, por serem testes mais faceis de
serem realizados, é possivel encontrarmos mais relatos sobre a presenca destes
organismos. Estes trabalhos mostram que ainda temos muitos problemas com estes

parasitas.

Endoparasitas e ectoparasitas

Roedores presentes em laboratérios sdo comumente infestados por uma vasta
quantidade de ectoparasitos de diferentes ordens: pulgas (Syphonaptera), piolhos
sugadores (Anoplura), acaros e carrapatos (Acari), larvas de mosca (Diptera) (Figura
1).Vérios endoparasitas também sdo encontrados como: protozoarios (Protozoa) e
helmintos das classes Trematoda, Cestoda e Nematoda(Figura 2).

A infeccdo por estes organismos dependera de variaveis como o estado de saude
(imunoldgico) do animal, do manejo zootécnico e da existéncia e efetividade das barreiras
utilizadas na instalacéo.

A acdo destes parasitos promove o desequilibrio homeostatico nos animais
afetados e pode levar a quadros clinicos, que tendem a agravar de acordo com o nivel de

contaminacdo e com a resisténcia imunoldgica do animal (DOYLE et al., 2006)).

‘ Artropodes ‘
Insetos Acaros
Mosca e
Mosq ui.to Pulgas Piolhos (Myobia, Carrapatos
(Lutzomia, (Syphonaptera) (Anoplura) Myaopcoptes, (Amblyomal)
Phlebotomus, Notoedres)
Aedes)

Figura 1: Classificagdo dos artropodes que podem parasitar animais de laboratério.

18



Os oxiurideos sdo helmintos, nematoides, (Oxyuridae, Ascaridorida) e a espécie
alvo deste experimento pertence ao género Syphacia, parasita de camundongos e ratos (S.
obvelata). Infestacdes por endoparasitas podem causar patologias gastrointestinais, como
diarreia, desidratacdo, prolapso retal (HOAG, 1961), colites (MULLINK, 1970) e
alteracdes hidroeletroliticas (TAFFS, 1976).

Protozoa
Nematodeos
(Syphacia, Giardia,
Trematodeos Cestodeos Ascarideos, Entamoeba,
(Fasciola, (Hymenalepis, Trichuris, Toxoplasma,
Schistossomal) Taenia) Oncocerca, Leishmania,
Strongyloides, Trichomonas
Ancylostoma)

Figura 2: Helmintos e protozoarios que podem parasitar animais de laboratérios.

Prevaléncia e consequéncia de infestacdes parasitarias em animais de laboratorio

A prevaléncia de infestacfes parasitarias em animais de laboratério € alta nos
biotérios brasileiros (BRESSAN et al.,1997). Em muitos casos a infeccdo esta presente
mesmo sem uma observacgdo clinica, 0 que torna necessaria a constatacdo diagnostica
laboratorial. Taxas de infecgdo em coldnias demonstraram contaminagao de determinados
parasitas em até 80% dos animais analisados, com graus de contaminacao que variam de
1 a 375 parasitas por animal (DOYLE et al., 2006). Um dos parasitas mais comumente
encontrados, a S. obvelata foi relatada em até 92% dos animais em diversos biotérios
brasileiros avaliados (BICALHO et al., 2007; GILIOLI et al., 2000).

As parasitoses em animais de laboratorio sdo causa frequente de doencas nas
col6nias de roedores, afetam a salde animal e causam comprometimento nos resultados
experimentais (JACOBY; FOX; DAVISIN, 2001). Os sinais clinicos das ectoparasitoses

manifestam-se usualmente sob forma de prurido localizado, alopecia, dermatite
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ulcerativa, linfadenopatia e perda de peso (WATSON,1961; WHITELEY; HORTON,
1965).

As alteragdes clinicas ocasionadas por ectoparasitos em camundongos
imunocompetentes vdo da hipergamaglobulinemia, aumento dos niveis de IgE,
linfocitopenia, eosinofilia e alteragdes em citocinas de carater inflamatério (JOHNSTON
et al., 2009; KLEMENT et al., 1996). Estes desvios e alteragbes comprometem 0s
resultados de pesquisas, tornando-se necessario o tratamento efetivo de col6nias
acometidas visando os interesses da pesquisa e dos animais, quanto a seu bem-estar.

Coletivamente, estes resultados sugerem que o0s biotérios necessitam de medidas
preventivas e terapéuticas para melhorar a qualidade sanitaria de seus animais de forma
a permitir que os experimentos sejam realizados em animais padronizados, sem variaveis

sanitarias que podem comprometer os resultados.

Ciclo Biologico da Syphacia obvelata (Rudolphi, 1802)

Nos trabalhos que investigaram as condicGes sanitarias de biotérios brasileiros, o
parasita Syphacia sp. foi um dos mais prevalentes (BICALHO et al., 2007; BAZZANO
et al., 2002; GILIOLI et al., 2000, 2003). Este nematdédeo com tamanho reduzido, forma
cilindrica e cor branca se estabelece em ceco e cdlon de roedores, onde se alimenta de
bactérias do lumen intestinal (PRITCHETT; JOHNSTON, 2002; TAFFS, 1976). Possui
ciclo direto que se fecha em 11-15 dias (MEADE; WATSON, 2014; WHARY;
BARTHOLD, 2015). Seus ovos tém fora de letra D, com aspecto alongado e encurvado,
medindo entre 72-82 por 25-36um (DOYLE et al., 2006) (Figura 3).

As fémeas em estado gravidico se deslocam do ceco em direcdo ao anus para
depositar ovos larvados na regido perianal dos roedores acometidos (Fig. 4). Estes ovos
tornam-se infectantes entre 5 a 20 h apds a postura, variando com a temperatura ambiente
(TAFFS, 1976).
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-
Figura 3: Ovos de Syphacia sp. aumento de 10x coletados por técnica de Graham (fita adesiva). Ademar
Couto.

Figura 4: Fotomicrografia em aumento de 40 x da parte posterior de fémea de S. obvelata repleta de ovos

larvados. Ademar Couto.

A infecgéo ocorre por ingestdo dos ovos depositados na regido perianal por outros
animais, pela contaminagdo da agua, alimento ou substrato por ovos depositados, que
caem do pelo dos animais infectados no ambiente. Também pode ocorrer por retro
infeccdo através da migracdo das larvas de volta ao interior do intestino pela via inversa
anus-célon (TAFFS, 1976). Por serem extremamente leves, 0s ovos sdo carreados pelo ar
e fixam-se sobre os materiais de trabalho, caixas de animais, superficie corporal dos
operadores e no sistema de ventilagdo e exaustdo (LYTVYNETS et al. 2010)

Quando ocorre a ingestdo dos ovos, em 2 horas as larvas eclodem, e migram em
direcdo ao ceco, onde apos 30 horas ap0s infecgdo, realizam ecdise. Os machos atingem
maturidade sexual ap6s 96 horas. Fémeas fertilizadas ap6s o quinto dia apresentam
gravidez 4 dias p6s fecundacdo e realizam migracdo célon - anus apenas 3 dias apés a
gravidez (TAFFS, 1976).

Efeito da presencga da Syphacia nos resultados experimentais.

Como sdo raros os sinais clinicos na maioria dos animais infestados por Syphacia,
mesmo o0s imunodeficientes, a condigdo corporal e as condi¢es gerais de salde
geralmente ndo excluem esses animais das pesquisas. Porém, a infeccdo por Syphacia
pode levar a sinais mais sutis e geralmente afetar a resposta imunolégica e isso sim pode
impedir 0 uso dos animais (PRITCHETT; JOHNSTON, 2002). Camundongos infestados
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por Syphacia tem uma maior incidéncia de doencas autoimunes (SATO et al., 1995).
Camundongos de linhagem nude com Syphacia tem aumento da prevaléncia de linfoma.
Em uma linhagem de camundongos, a presenca de Syphacia afetou hematopoiese e
linfopoiese. Também foi observado nesses camundongos um aumento de resposta
alérgica a antigenos alimentares (MICHELS, 2006), o que ressalta a importancia de
camundongos livres do parasita para uso em pesquisa.

A presenca de nematoides pode ocasionar alteragdes em resultados de pesquisa, e
modificar o comportamento exploratorio e a fungdo imune do hospedeiro (SATO et al.,
1995), com aumento da eritropoiese e mielopoiese (ILIC et al, 2010). Camundongos
infestados por Syphacia tem uma maior incidéncia de doencas autoimunes (PRITCHETT,;
JOHNSTON, 2002). Nematoides podem causar reducdo na manifestacdo diabética em
linhagens de camundongos NOD (nonobese diabetic) (COOKE et al. 1999), e os efeitos
podem ser mais extensos, pois dependendo do experimento a ser desenvolvido, a presenca
destes parasitos sera um fator restritivo na obtencdo resultados (MEADE; WATSON,
2014)). Syphacia também causa baixa reatividade na resposta beta adrenérgica em ratos
infestados (SILVEIRA et al., 2003). De forma geral, infeccdo por Syphacia pode ser
considerada um sinal de falha no sistema de higienizacdo, barreiras sanitaria se
biosseguranca (PRITCHETT; JOHNSTON, 2002).

Tratamentos antiparasitarios

Existem diversas estratégias terapéuticas documentadas para o tratamento de
parasitoses em roedores de laboratorio. Diversos agentes (tabela 1) tém sido utilizados
com este objetivo, com variados graus de eficacia (HOAG, 1961). A partir da década de
60, 0 uso da piperazina e de organofosforados como o diclorvos foram utilizados, bem
como o pirantel e o levamisole. Os mais utilizados em animais de laboratério hoje sdo os
benzimidazois e as avermectinas (PRITCHET; JOHNSTON, 2002).

As lactonas macrociclicas foram descobertas em 1975 e dividem-se em dois
grupos: avermectinas e milbemicinas (SILVERS; FUENTEALBA, 2003). As
milbemicinas se dividem em milbemicina D e moxidectina.

As avermectinas consistem em lactonas macrociclicas, produzidas pela
fermentacdo fungica do Streptomyces avermitilis. O grupo € composto pela ivermectina,
abamectina, doramectina, eprinomectina e selamectina (BURG et al.,, 1979). A
ivermectina é um derivado sintético da abamectina (SKREBSKY et al., 2010), lancada
no mercado em 1980 seguida pela abamectina que chegou ao mercado em 1985. Ambos
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compostos tém sido amplamente utilizados como antiparasitarios e inseticidas
(TAYLOR, 2001; CHABALLA et al., 1980).

O mecanismo de acdo das avermectinas consiste no bloqueio neuromuscular dos
parasitas pelo aumento da permeabilidade da membrana das células nervosas aos ions de
cloro na célula, associado a uma potencializacdo da acdo do &cido gama amino butirico
(GABA), um neurotransmissor inibitdrio das respostas motoras dos parasitos pela
interacdo com os canais de glutamato-cloro independentes de GABA (MCKELLAR,;
BENCHAOUI, 1996).

A utilizacdo da lvermectina na dose de 2,0 mg/kg diariamente por via oral
(gavagem) se mostrou efetiva contra S. obvelata em camundongos, removendo 100% dos
parasitas em fémeas gravidas e 94% em machos (BATTLES et al., 1987). Esta dosagem
preconizada no estudo difundiu seu uso e serviu de base e outros trabalhos por demonstrar
a erradicacdo de parasitas com este produto em animais de laboratério (PRITCHET;
JOHNSTON,2002).

Tabela 1: Acdo farmacoldgica de antiparasitarios utilizados em animais de laboratério (RAIZEN ET AL.
2012, MARTIN, 1997).

Agentes Principio Ativo Efeito
Agonistas de receptores Levamisole/Pyrantel/Morantel Paralisia muscular
nicotinicos espastica
Inibidores da Acetil Diclorvés/Haloxone Paralisia muscular
Colinesterase espéstica
GABA agonistas Piperazina Paralisia Flacida
Potenciadores de canais de Ivermectina/Abamectina/Doramectina/ Paralisia faringeal
cloreto-glutamato associados Moxydectina/Milbemicina
Estimuladores de Praziquantel Hiperpolarizagdo

permeabilidade de canais de

calcio

Acido araquiddnico inibidores/ Dietilcarbamazina Blogueamento enzimético

potencializadores do S. Imune

nao especifico

Beta Tubulina ligantes Tiabendazol/Albendazol/ Inibig&o celular estrutural

Oxibendazol/Fenbendazol/ Mebendazol/
Febantel
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Terapias antiparasitarias em animais de laboratério

A literatura apresenta varias abordagens de tratamentos contra endoparasitas e

ectoparasitas em animais de laboratério com o uso da ivermectina (Tabela 2). A

administracdo deste antiparasitario pode ser pela dgua de bebida, via injetavel, aplicacéo

topica ou pela ragéo.

Tabela 2: Tratamentos com utilizacdo de Ivermectina em animais de laborat6rio

Referéncia Parasito Espécie Rota de Dose Resultado
Administragédo
1- Misturado PEG/400-
1-Oral (Gavagem) DMSO; 2 v/v por gavagem )
(Ostlind, 1985) Syphacia obvelata Mus musculus 20,5, 1,0 ou 2,0 ma/Kg; Lo ezl
! 2-Oral (Dieta) 2- Misturado a dieta a 2- Negativo
0,0005%, 0,00005% ou
0,000005% p/p
Fémeas - 1,6 mg/Kg;
(Hasslinger,1987) Syphacia obvelata Mus musculus Oral (Agua) Machos - 1,0 mg/Kg; Negativo

(Flynn, 1989)

(Huerkamp, 1990)

(West, 1992)

(Le Blanc, 1993)

(Klement,1996)

(Sueta, 2002)

(Arbona, 2010)

(Moreira 2013)

(Chawla, 2015)

Syphacia obvelata

Syphacia obvelata

Syphacia obvelata,
Aspiculuris tetraptera,
Myobia musculi,
Radfordia affinia

Syphacia obvelata

Syphacia obvelata

Syphacia obvelata

Myobia musculi,
Myocoptes musculinus

Syphacia obvelata

Syphacia obvelata

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Oral (Gavagem)

Oral (Gavagem)

Tépico (Micro gota)

Topico (Spray)

Oral (Agua)

Topico (Spray)

Oral (Ragéo
Comercial)

Oral (Agua)

1-Oral (Agua)

2-Topico (Spray)

(Baseado no consumo)
por 24 h

Misturado a 6leo vegetal
(1:9 viv); 2,0 mg/Kg;

2 tratamentos com
intervalo de 10 dias

Misturado ao 6leo de
sésamo, 2,0 mg/Kg,
2 tratamentos com
intervalo de 10 dias

1- Administrar 2,0 mg/Kg
Inter escapular dose Unica;
2- Administrar 2,0 mg/Kg
Inter escapular, 2 doses
com intervalo de 10 dias

1:10 em 22 oz. spray, 1
aplicagdo (1-2 ml; 0,9-1,8
mg por caixa),
semanalmente, por 3
semanas

4,0 mg/Kg (baseado no
consumo) 5 tratamentos de
4 dias, com intervalo de 3
dias

0,1% 1 vez por semana por
3 semanas no animal e
caixa

12 ppm (1,3 mg/Kg Ad
libitum dose média
ingerida) por 1, 4e 8
semanas

2,0 mg/kg e 1,3 mg/kg
Administragéo em
bebedouros por 3 semanas
seguidas, intervalo de 2
semanas e repeticéo por 3
semanas

1- Administrar 2,0 mg/Kg
(baseado no consumo), 3
semanas alternadas

2- Administrar 0,1% 1 vez
por semana durante 5
semanas

Erradicacéo

Erradicacédo

1- Apenas
acaros.
2- Acaros,
Syphacia e
Aspiculuris

Erradicacdo,
mas nao apos
0 primeiro
tratamento

Erradicacédo
apos 5
tratamentos

Erradicacéo

Erradicacdo a
partir de 7 dias

Erradicacédo
7 dias ap6s
inicio de
tratamento

Erradicacdo

Adaptacéo da Tabela do artigo de PRITCHETT et al., 2002.

(PEG - Polietilenoglicol; DMSO — Dimetil sulfoxido; v/v- volume por volume; p/p —peso por peso;
mg/Kg — miligramas por quilograma; % - por cento; 0z- ongas; Ad libitum — & vontade)
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A concentragdo de ivermectina no plasma de camundongos, seja em tratamentos
diarios ou por aplicacdo Unica tende a atingir picos nos primeiros dias de tratamento,
reduzindo rapidamente nos dias subsequentes (CONOLE et al., 2003). O plasma de
animais tratados com ivermectina oral submetido a cromatografia liquida de alta
performance utilizando fluorescéncia constatou deteccdo possivel apenas até o sexto
dia/inicio do sétimo dia, ap6s administracao.

Ao repetir a administracao, os resultados foram os mesmos e nao houve deteccéo
de ivermectina em nenhum animal no fim do sétimo dia (CONOLE et al., 2003).

A estratégia na administracdo do medicamento € um ponto importante no sucesso
do tratamento. Entre os trabalhos relatados na literatura, apenas um usou a ivermectina
misturada na racdo para o tratamento de ectoparasitas (ARBONA et al., 2010b). A adicao
do agente terapéutico a racdo € uma estratégia discreta, ndo altera a rotina diaria animal,
e é a forma mais préatica de tratamento da maioria das endoparasitoses e ectoparasitoses
em animais de laboratério.

Apesar de facilitar muito o tratamento de endo e ectoparasitas, ndo temos no Brasil
racGes comerciais suplementadas com medicamentos. Entre os diversos principios ativos
disponiveis, a ivermectina € um que tem se mostrado eficaz contra a maioria destas
infestacOes e naturalmente se torna um forte candidato a ser utilizado como tratamento
para parasitoses em animais de laboratério.

Portanto, o objetivo neste estudo foi produzir uma racdo para animais de
laboratério suplementada com ivermectina com o objetivo de avaliar a erradicagdo do
endoparasita S. obvelata. Dentre todos as estratégias ja utilizadas, esta é a que menos
altera a rotina de trabalho em um biotério. Existe um interesse de muitos biotérios neste
estudo devido a grande prevaléncia deste parasita nas coldnias e o seu dificil controle por

outros métodos de tratamento.

OBJETIVOS GERAIS

e Produzir uma ragdo para camundongos suplementada com ivermectina.
e Auvaliar a eficécia da ivermectina associada a racdo de roedores de

laboratorio na erradicagdo da Syphacia obvelata.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar 0 uso da ragdo em colbnias de camundongo positivas para
Syphacia obvelata em biotérios da UFRJ.

e Identificar a possibilidade de reinfeccdo no periodo pds tratamento dos
animais.
e Elaborar umarecomendacao de utilizacdo dessa racéo associada para uso

em biotérios infestados com Syphacia obvelata

JUSTIFICATIVA

A pesquisa biomedica necessita de animais de qualidade sanitéria 6tima, isentos de
patdgenos que possam afetar o experimento e comprometer sua reprodutibilidade. A S.
obvelata é um dos parasitas mais prevalentes nos biotérios brasileiros e seu tratamento é
dificil devido seu curto ciclo biolégico, facilidade de dispersdo dos ovos, levando-os a
fixacdo em diversos locais da sala e durabilidade de até 7 meses em meio ambiente
(LYTVYNETS et al., 2010, 2013).

Devido a esta demanda, o presente projeto foi realizado em parceria com a empresa
Rhoster para a elaboracdo de uma racdo suplementada com ivermectina.

A escolha da ivermectina se baseou na sua conhecida utilizacdo em controle de
parasitas nematoides, seu preco reduzido, facilidade de aquisicdo, disponibilidade no
mercado nacional. A Ivermectina é um endectocida com amplo espectro de acdo, e pode
ser usado em todas as fases de criacdo, sendo eficaz no tratamento e controle das

principais parasitoses, incluindo nematoides e ectoparasitas.

A utilizacdo da racdo como veiculo para o tratamento ndo envolve o estresse
manipulativo derivado da modificagdo do manejo diério, sendo incorporado a0 momento
da troca de alimentacdo, bebedouro e caixas com substrato. O manejo continua a ser
realizado de mesma forma e sem necessidade de entradas adicionais no recinto. N&o ha
alteracdo do quantitativo técnico necessario para 0 manejo de salas, ea totalidade dos
animais pode ser tratada.

Portanto, existe uma grande expectativa em relagdo aos resultados deste estudo
devido a prevaléncia deste parasita. Varios biotérios ja demonstraram em interesse em
usar racdo com ivermectina no tratamento de suas parasitoses, sejam elas por endo ou

ectoparasitas.
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MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi realizado no biotério do Laboratorio de Animais Transgénicos -
LAT/UFRJ e no biotério do Instituto de Bioquimica da UFRJ. Os camundongos utilizados
foram selecionados apds o diagnostico positivo para o parasita S. obvelata. Este
experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRJ com o
namero 120/17.Foram realizados quatro experimentos com o objetivo de testar a eficacia
terapéutica da racdo associada com ivermectina:

Experimento 1: Avaliacdo da eficacia da racdo associada com ivermectina por
um periodo de até 8 semanascom manejo em cabine de seguranca biolégica para obtencédo
de maior controle sanitario.

Experimento 2: Avaliacdo de reinfeccdo parasitaria apos tratamento de 1 a 8

semanas.

Experimento 3: Avaliacdo da eficacia da ragdo em uma coldnia de animais do
Laboratorio de Animais Transgénicos.

Experimento 4: Avaliacdo da eficacia da racdo em uma coldnia de camundongos

localizado no Biotério do Instituto de Biogquimica.

Diagnostico parasitoldgico

Todos os animais utilizados no presente estudo foram previamente diagnosticados
com a presenca do endoparasita S. obvelata. As técnicas parasitologicas utilizadas foram:
1) técnica de Graham (fita adesiva) 2) técnica de Willis (flutuacéo), 3) técnica de Hoffman
(sedimentacéo) e 4) avaliagéo direta do contetido do ceco e célon (necropsia).

Para a selecdo dos animais que ingressaram no estudo, a técnica utilizada foi a de
Graham com a fita adesiva. A seguir as quatro técnicas sao descritas com detalhes.

Para cada experimento, no minimo 2 métodos de diagnostico laboratorial foram
utilizados (EFFLER et al., 2008; HILL et al.; 2009). A presenca de ovos ou larvas nos

métodos utilizados, independente da carga parasitaria, indicou a positividade do animal.

Teste de Graham com fita adesiva
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Este teste € utilizado devido a caracteristica do ciclo biologico do parasita em fixar
seus ovos na pele e pelos da regido perianal do hospedeiro, onde ficam aderidos e
possibilitam o recolhimento dos mesmos sem necessidade de utilizacdo de uma técnica
invasiva.

O camundongo foi contido pelo dorso e posicionado de forma ventral para o
técnico que fez a coleta. Um pedaco de fita adesiva de cerca de 6-8 cm foi seguro nas
extremidades entre os polegares e os indicadores de forma a ficar bem esticado (figura
5). A sua face colante foi colocada em contato com a regido perianal do camundongo,
previamente contido.

Depois do contato da fita com a regido perianal, a mesma foi imediatamente
colada na superficie de uma lamina de microscopia. Esta foi avaliada em microscépio,
sem necessidade de cobertura por laminula e observada a presenca ou ndo dos ovos do

nematdédeo em aumento de 100 e 400x.

|

Figura 5: Técnica de Graham para diagnéstico de ovos presentes na regido perianal. Uma fita adesiva foi
colocada na regido perianal e rapidamente removida e transferida para uma lamina e avaliada por
microscopia (Foto do autor).

Teste de Willis (flutuacéo)

Esta técnica considera o principio da flutuagdo dos ovos em meio com densidade
elevada. Desta forma os ovos ficam localizados na linha superficial do liquido utilizado,
que deve possuir alta concentragdo de soluto.

As fezes (média de 50 gramas) foram coletadas com pinca e colocadas em tubos
conicos de 50 ml e levadas ao laboratério. Ao chegar foram submetidas a uma solugéo
saturada de Na ClI (5 ml) e realizada uma maceracéo das fezes dentro de tubo. O volume
do tubo foi preenchido até a borda com a solucdo saturada de Na Cl para formar uma

superficie na borda na qual foi colocada a laminula. Esta laminula foi mantida por 10
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minutos em contato com a solugdo e imediatamente apos sua retirada, foi colocada em

uma lamina de microscopia para ser examinada em objetivas de 10 e 40x.

Técnica de Hoffmann (sedimentacéo)

A técnica de Hoffmann se baseia no principio inverso da flutuacéo, na qual uma
suspensdo macerada de fezes em &gua é submetida a filtragdo em calice cdnico
apropriado. A suspensdo foi mantida por 10 minutos, periodo no qual ocorreu a
sedimentacgéo dos ovos. O precipitado foi coletado por pipeta para observagdo em lamina
de microscopia em objetivas de 10 e 40x.

Necropsia
Apds a eutanasia por dioxido de carbono por 10 minutos, seguido de deslocamento

cervical, as carcagas foram abertas na regido abdominal e os intestinos foram removidos
com tesoura e pinga de disseccdo e todo o material fecal a partir do ceco foi coletado.

Este material foi colocado em placa de Petri contendo solucéo salina (Na Cl 0,85%
a 37°C) e submetido a exame em lupa estereoscdpica apos macera¢do com tesoura e pingca
(MOREIRA et al.,2013).

Para facilitar a visualizagdo e confirmacdo dos nematoides foi feita observacéo
em fundo claro e escuro. Os parasitos encontrados foram transferidos por meio de uma
pipeta de Pasteur para laminas de microscopia, cobertas com laminula e levados para

visualizacdo em microscdpio com objetivas de 10x e 40x.

Racéo
A racéo utilizada neste estudo foi a RH29586 IVERM, produzida pela empresa

Rhoster (Aragoiaba da Serra, SP) especializada em ra¢gdes manipuladas e preparadas sob
protocolos experimentais definidos. A composicdo da racdo base seguiu os padrdes

descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Andlise bromatolégica da racdo base Rhoster para camundongos utilizada no presente
estudo. Dados baseados em um kg de rag&o.
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Umidade (Max.) 103g 10,29%
Proteina Bruta (Min.) 213g 21,25%
Extrato Etéreo (Max.) A9g 4,86%
Fibra Bruta (Max.) 29g 2,9%

Matéria Mineral (Min.) 84g 8,35%
Calcio (Min. /Max.) 13g 1,23%
Fosforo (Min.) 1g 1,01%

Na composicdo da racdo base da Rhoster foi introduzida a ivermectina comercial,
pronta para adi¢cdo a ragcdo animal (premix) na concentracéo de 12 ppm (ARBONA et al.,
2010a). O premix utilizado foi da marca Vetanco S.A. (Ivermectina Vetanco Premix), na
concentracdo de 0,6%. Para cada kg de racdo foram adicionadas 2 g. de ivermectina. A
racao foi produzida em pellets de 30 mm de comprimento, embalada em sacos de 5 kg e

enviadas para a instituigéo.

EXPERIMENTO 1

Animais
Um total de 60 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, oriundos do biotério

do Laboratorio de Animais Transgénicos da UFRJ e com idade de 5 semanas foram
usados neste experimento. Todos os animais foram previamente identificados como
positivos para S. obvelata por meio do teste de Graham.

Os animais foram divididos aleatoriamente e alojados em grupos de 5 animais por
caixa de policarbonato transparente, com medidas de 200 x 230 x 300 (Largura x Altura
x Profundidade em mm) e mantidos em racks ventilados (Alesco).

Todos os animais foram mantidos no mesmo recinto, numa temperatura média de
23°C e umidade de 60%, em ciclos de luz de 12/12 (claro/escuro). Os animais recebiam
anteriormente ao experimento racdo da marca Labgold (Socil) néo esterilizada, ad libitum
e sua substituicdo foi total, sem periodo adaptativo. Os animais foram pesados

semanalmente durante a realizacdo do estudo.
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A troca de alimento, agua e cama destes animais foi realizada em cabine de
biosseguranga (Tipo 2, classe Il). A cabine e as caixas foram sempre higienizadas
previamente com solugéo de Virkon S®(Dupont) a 1 %, bemantes de abertas para a troca.

A cama utilizada foi maravalha de pinus previamente irradiada e embalada e
mantida em sacos plasticos. Estes sacos permaneceram por 40 minutos em cabine de fluxo
laminar antes de serem utilizados. Os sacos foram mantidos em estante ventilada (Alesco,
modelo ES1) com circulacdo de ar filtrado, previamente higienizada com solugéo de
Virkon S® a 1 %.

Fornecimento de racdo

Neste experimento, foi utilizada a racdo com ivermectina da Rhoster descrita
acima com fornecimento ad libitum e trocada semanalmente. Os sacos de ra¢do foram
previamente higienizados externamente com Virkon S® e foram submetidos a exposicéo
a luz UV em cabine de fluxo por 40 min previamente a sua abertura. Estes sacos foram
posteriormente armazenados ap0s abertos em estante ventilada (Alesco, modelo ES1),

previamente higienizada com 0 mesmo produto.

Desenho experimental

Os camundongos identificados como Syphacia positivos foram divididos em 8 grupos
(Figura 6):

=  Grupo 1 - lver 1sem (n=10) — racdo com ivermectina por 1 semana
=  Grupo 2 - Ctrll (n=5) — racdo controle por 1 semana

»=  Grupo 3 - Iver 2sem (n=10) — ra¢cdo com ivermectina por 2 semanas
» Grupo 4 - Ctrl2 (n=5) — racdo controle por 2 semanas

=  Grupo 5 - lver 4sem (n=10) — ra¢cdo com ivermectina por 4 semana
=  Grupo 6 — Ctrl5 (n=5) — racdo controle por 4 semanas

=  Grupo 7 - Iver 8sem (n=10) — racdo com ivermectina por 8 semanas

» Grupo 8 — Ctrl8 (n=5) — racdo controle por 8 semanas

Os grupos 1,3,5 e 7 receberam a ragdo com ivermectina por determinados
periodos (1, 2, 4 e 8 semanas) e apds este foram submetidos a eutanasia para
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diagnostico parasitologico. Os animais dos grupos controle (2, 4, 6 e 8) receberam
a racdo sem medicacdo e foram eutanasiados juntos com 0s seus respectivos
grupos medicados (1,3,5e 7).

Todos animais foram pesados individualmente. A cada pesagem e troca de
material/coleta de amostra, a balanca foi higienizada, bem como as luvas do
manipulador, com solugdo de alcool a 70°.

Apobs o procedimento de troca, as caixas foram devolvidas as estantes
micro isoladoras de origem, exceto as caixas dos grupos submetidos a eutanasia,
gue seguiram para setor especifico do biotério e procederam a coleta de material.

O célculo amostral foi realizado com o uso do programa disponivel online
http://powerandsamplesize.com/Calculators/Compare-2-Means/2-Sample-

Equality com poder estatistico escolhido foi de 80%.

Variaveis observadas
A seguinte variavel foi observada e registrada durante o experimento 1:

presenca de parasitos e ovos ap6s o periodo de tratamento.

Tratamento
Grupo 1 - iverlsem | | 1 | | 1 | 1 1
Grupo 2 - Ctrll 0 L 2 3 4 > o ! 8
*
Grupo 3 = iver2sem | 1 T I 1 T 1 1 1
Grupo 4 - Ctrl2 0 1 2 3 4 5 6 7 8
*

Grupo 5 = iverdsem [ 1 T | 1 T I6 !_ }3

Grupo 6 - Ctrl4 0 1 z 3 ;i" ’

Grupo 7 - iver8sem 1 T 1 I T 1 | 1

Grupo 8 - Ctrl8 0 1 2 3 4 3 6 7 8
*

Semanas de tratamento

% Encerramento do tratamento e
avaliacdo por fita adesiva e necropsia

Figura 6: Desenho experimental do experimento 1. Animais foram divididos em oito grupos. Quatro
grupos receberam a racdo com ivermectina por 1, 2, 4 e 8 semanas. Para cada grupo experimental, um grupo
controle foi mantido sem ragdo com ivermectina pelo mesmo periodo.

32



EXPERIMENTO 2

Animais
Foram utilizados 25 camundongos machos da linhagem C57BL/6 oriundos

do biotério do Laboratério de Animais Transgénicos da UFRJ com idade de 5 semanas.
Todos animais foram previamente identificados como positivos para S. obvelata por meio
do teste de Graham.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos, sendo 4 grupos teste e
um grupo controle, na proporgdo de 5 animais por caixa de policarbonato transparente,
com medidas de 200 mm x 230 mm x 300 mm (largura x altura x profundidade) e
mantidos em racks ventilados (Alesco).

Todos os animais foram mantidos no mesmo recinto, numa temperatura média de
23°C e umidade média de 60%, em ciclos de luz de 12/12 (claro/escuro). Os animais
receberam anteriormente ao experimento racdo da marca Labgold (Socil) ad libitum e sua
substituicdo foi total, sem periodo adaptativo.

A troca de alimento, 4gua e cama destes animais foi realizada em cabine de
biosseguranca (Tipo 2, classe 11), e higienizada previamente com solugdo de Virkon S® a
1 %, bem como nas caixas micro isoladoras antes de abertas para a troca.

A cama utilizada foi maravalha de pinus previamente irradiada e fornecida em
sacos plasticos. Estes sacos permaneceram por 40 minutos em cabine de fluxo antes de
serem utilizadas. Os sacos foram mantidos em estante ventilada (Alesco, modelo ES1)
com circulagéo de ar filtrado, previamente higienizada com solugdo de Virkon S® a 1 %.

Fornecimento de racao
Neste experimento, foi utilizada a racdo com ivermectina da Rhoster descrita

acima com fornecimento ad libitum e trocada semanalmente. Os sacos de racdo foram
previamente higienizados externamente com Virkon e foram submetidos a exposicéo a
luz UV em cabine de fluxo por 40 min previamente a sua abertura. Estes sacos foram
posteriormente armazenados ap0s abertos em estante ventilada (Alesco, modelo ES1),
previamente higienizada com 0 mesmo produto e separada apenas para este fim e aberta

para acesso ao produto.

Desenho experimental

33



Vinte e cinco camundongos machos de 5semanasforam divididos em 5 grupos
(Figura 7):
= Grupol-lver 1SEM (n=5)
= Racdo com ivermectina com ivermectina por 1 semana,
seguido de racdo controle (sem ivermectina) até a 12°
semana.
=  Grupo 2 - lver 2SEM (n=5)
= Ragdo com ivermectina com ivermectina por 2 semanas,
seguido de racdo controle (sem ivermectina) até a 12°
semana.
= Grupo 3 - lver 4SEM (n=5)
= Racdo com ivermectina com ivermectina por 4 semanas,
seguido de racdo controle (sem ivermectina) até a 12°
semana.
= Grupo 4 - Iver 8SEM (n=5)
= Racdo associada com ivermectina por 8 semana, seguido
de racdo controle (sem ivermectina) até a 12° semana.

= Grupo 5 -Ctrl (n=5) — racdo controle por 12 semanas.

O objetivo deste segundo experimento foi observar a possibilidade de reinfeccédo
dos animais tratados, apOs suspensdo da racdo com ivermectina.Os camundongos
receberam ragdo com ivermectina por 1, 2, 4 e 8 semanas, enquanto que 0s machos
controle receberam a racdo sem o produto desde o inicio do experimento. Os animais
foram avaliados ao fim de cada periodo experimental estabelecido para seu grupo para
confirmacéo da presenca ou auséncia de parasitos.

A partir da nona semana do experimento, todos 0s grupos passaram a ser avaliados
semanalmente por fita adesiva até a semana final (décima segunda semana), quando
foram submetidos a necropsia, além da fita adesiva.

O célculo amostral foi realizado com o uso do programa disponivel online
http://powerandsamplesize.com/Calculators/Compare-2-Means/2-Sample-Equality com

poder estatistico escolhido foi de 80%.
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Necropsia
Figura 7: Desenho do experimento 2. Camundongos machos receberam ragdo com ivermectina por 1, 2,
4, 8 semanas. Apos o tratamento eles passaram a receber ragéo controle. A reinfecgdo por Syphacia obvelata
foi avaliada entre as semanas 9-12 do estudo.

Variaveis observadas
As seguintes variaveis foram observadas e registradas durante o experimento 2:

presenca de ovos apds o periodo de tratamento com ivermectina e a presenca de parasitos

e ovos em diferentes periodos posteriores ao tratamento.

EXPERIMENTO 3
O objetivo deste experimento foi testar a ragdo com ivermectina em colonias de

camundongos no biotério do laboratorio de animais transgénicos da UFRJ. A proposta foi

simular o tratamento de uma coldnia, independente da linhagem, sexo ou idade.

Animais
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Um total de 84 camundongos foi utilizado neste experimento. Estes animais eram
das seguintes linhagens:
1. BALB/c - 33 animais
2. C57BL/6 - 15 animais
3. Hibridos F1 C57BL/6 X BALB/c — 15 animais
4. Swiss Webster (SW) -21 animais

Todos animais foram previamente avaliados para a presenca de Syphacia obvelata
por meio do teste de Graham. Foram utilizados animais acasalados com o protocolo de
harém, portanto, eram trés animais por gaiola (duas fémeas e um macho). Os animais
foram mantidos em caixa de policarbonato transparente, com medidas de 200 x 230 x 300
(largura x altura x profundidade em mm) e mantidos em racks ventilados (Alesco).

Todos os animais foram mantidos como no experimento 1 e 2. A troca de
alimento, 4gua e cama destes animais foi realizada em uma mesa aberta na sala do biotério
seguindo a rotina de manejo presente na instalacdo. Portanto, neste experimento foi

mantido exatamente 0 manejo presente na instalacao.

Racéo

A racdo utilizada para teste foi a Rhoster RH295861VERM, ja utilizada no
experimento 1 e 2. A racao foi fornecida do dia inicial e trocada semanalmente por duas
semanas.Os sacos de racao foram previamente higienizados externamente com Virkon e
posteriormente armazenados ap0Os abertos em estante ventilada (Alesco, modelo ES1)
como nos experimentos 1 e 2, exceto para a exposi¢cdo ao UV que ndo houve neste

experimento.

Desenho experimental

Os animais foram agrupados por linhagem e submetidos ao mesmo protocolo de
tratamento (Figura 8). Nao houve grupo controle.
Grupo 1: BALB/c (n=33) -Racdo com associada com ivermectina por 2
semanas.
Grupo 2: C57BL/6 (n=15) -Racdo associada com ivermectina por 2

semanas.
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Grupo 3: Hibridos F1(n=15) -Racdo associada com ivermectina por 2
semanas.
Grupo 4: Swiss Webster (n=21) -Racédo associada com ivermectina por

2 semanas.

Os animais foram avaliados previamente ao estudo e a prevaléncia do parasito foi
de 71%. Os animais recebiam a ragdo Nuvilab (Quimtia) e no dia 1 do experimento
passaram a receber a racdo associada com ivermectina, da Rhoster.

Nove animais da linhagem BALB/c tiveram que ser utilizados na rotina do
laboratério e receberam ragdo somente por uma semana. Os setenta e cinco animais
restantes receberam a ragdo com ivermectina por duas semanas e o teste de Graham foi

realizado com 7 e 14 dias.

Rac3dao com ivermectina

I | |
0 1 2
* *

Semanas de tratamento

Teste com fita adesiva

Figura 8: Desenho experimental do experimento 3. Animais de quatro coldnias de camundongos positicas
para Syphacia obvelata. presentes no Laboratério de Animais Transgénicos foram usados nesse
experimento. Estes animais receberam a ragdo com ivermectina por duas semanas e foram avaliados ao
final da primeira e da segunda semana.

Variaveis observadas
As seguintes variaveis foram observadas e registradas durante o experimento 3:

presenca de ovos durante e apds o periodo de tratamento.

EXPERIMENTO 4
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O objetivo deste experimento foi testar a ragdo associada com ivermectina em uma
coldnia de camundongos positivas para S. obvelata em um biotério do Instituto de
Bioguimica da UFRJ.

Animais

Um total de 40 camundongos adultos da linhagem BALB/c foi utilizado neste
experimento (10 machos e 30 fémeas). Em diversas caixas haviam filhotes presentes e
estes ndo foram avaliados.

Todos os 40 animais adultos utilizados no experimento foram previamente
identificados como positivos para S.obvelatapor meio do teste de Graham. Os animais
estavam acasalados em sistema de harém com quatro animais por gaiola (trés fémeas e
um macho). Os animais foram mantidos em caixa abertas de polipropileno brancas, com
medidas de 200 x 120 x 300 (largura x altura x profundidade em mm) e mantidos em
estantes de metal.

A troca de alimento, 4gua e cama destes animais foi realizada em uma mesa aberta
na sala do biotério seguindo a rotina de manejo presente na instalacdo. A cama utilizada

foi flocos de pinus previamente irradiado.

Racéo
A racdo utilizada para teste foi a Rhoster RH29586IVERM, ja utilizada nos

experimentos anteriores. A racdo foi fornecida por uma semana.

Desenho Experimental

Os animais formaram um unico grupo e foram submetidos a0 mesmo protocolo

de tratamento, a0 mesmo tempo, por 1 semana (figura 9):

Grupo tnico: BALB/c (n=40) -Racdo associada com ivermectina por 1 semana.

Os 40 animais foram avaliados previamente ao estudo e a prevaléncia do parasito

foi de 100%. Os animais recebiam a racdo Nuvilab (Quimtia) e no dia 1 do experimento
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passaram a receber a racdo associada com ivermectina da Rhoster. Esta racdo foi
fornecida por uma semana.
Ao fim desta primeira semana os animais foram submetidos ao teste de Graham e

as técnicas de Willis e Hoffman.

Rac¢ao com ivermectina

L

I |
0 1
*

Semanas de tratamento

Teste com fita adesiva, flutuagdo e sedimentacio

Figura 9: Desenho experimental do experimento 4. Animais de uma coldnia de camundongo positivas para
Syphacia obvelata. presentes no Biotério do Instituto de Bioquimica da UFRJ foram usados nesse
experimento. Estes animais receberam a racdo com ivermectina por uma semana e foram avaliados ao final
desta semana para a presenca do parasito.

Variaveis observadas

Apenas a variavelpresenca de ovos de S. obvelata ap6s o periodo de tratamento

observado foi analisada e registrada durante o experimento 4:

Andlise estatistica

A proporcdo de animais positivos e negativos para S.obvelata foi comparada pelo

teste de Chi-quadrado. Os resultados foram considerados significativos com o P<0,05.

RESULTADOS

Experimento 1

A racgdo associada com ivermectina foi eficiente na eliminacdo do parasita S.
obvelata pelos métodos da fita adesiva e necropsia e todos 0s animais que receberam o

tratamento apresentaram resultados negativos para o parasito (tabela 4).

Tabela 4: Tratamento de camundongos infestados por Syphacia obvelata por periodos de 1 a 8 semanas.
Os camundongos foram testados apds o periodo de tratamento para cada grupo (1, 2, 4 e 8 semanas) pelos
métodos de fita e necropsia. Os dados apresentados (x/y) representam o ndmero de animais positivos (x)
para o nimero de animais testados (y).
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Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento

Por 1 semana Por 2 semanas Por 4 semanas Por 8 semanas
Grupole?2 Grupo3e4 Grupo5e6 Grupo7e8
Ragao Fita Necropsia Fita Necropsia Fita Necropsia Fita Necropsia P
<
Controle 5/5 5/5 5/5 0/5 0/5 5/5 0/5 5/5 0,01
<
Ivermectina 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0,01

Primeira semana pos inicio do tratamento

Grupo 1 (lver 1sem)
Na primeira avaliacdo diagndstica com uma semana, foi realizado o teste de

Graham nas dez fémeas do grupo Iver 1sem e em seguida elas foram submetidas a
eutandsia, para a realizagdo da necropsia. Os dez animais (100%- 10/10 animais
negativos/testados) se apresentaram negativos para a presenca de Syphacia obvelata,
tanto pela técnica de fita adesiva quanto pela necropsia e posterior visualizagdo em lupa
(tabela 4).

Grupo 2- controle.
Os 5 animais do grupo controle que ndo receberam a racdo associada foram

avaliados pelo teste da fita adesiva e se apresentaram positivos (5/5- numero de animais

positivos para numero de animais testados) para o parasita Syphacia obvelata (tabela 4).

Segunda semana pos inicio do tratamento

Grupo 3(Iver 2sem)
Na segunda semana ap06s o inicio do tratamento com a ragdo com ivermectina, ndo

foram identificadas a presenca de parasitas (tabela 4) nas 10 fémeas do grupo Iver
2sem(10/10 animais negativos/testados).

Grupo 4-controle.

Os 5 animais do grupo controle que ndo receberam a ragdo associada foram

avaliados pelo teste da fita adesiva e se apresentaram positivos (5/5 - nimero de animais
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positivos para nimero de animais testados) para o parasita, porém foi observado que estes
mesmos animais controle positivos no teste da fita adesiva estavam negativos & necropsia
(tabela 4).

Quarta semana pos inicio do tratamento
a) Grupo 5 (lver 4sem)
Na quarta semana ap0s o inicio do tratamento com a racdo com ivermectina, nao

foram identificadas a presenca de parasitas nas 10 fémeas do grupo Iver3sem (10/10

positivos/testados), em ambos procedimentos de diagnostico utilizados (tabela 4).

b) Grupo 6- controle.

Os 5 animais do grupo controle que ndo receberam a racdo associada foram
avaliados pele teste da fita adesiva e se apresentaram negativos (5/5 - nimero de animais
positivos para nimero de animais testados) para o parasita Syphacia obvelata Porém,
nestes mesmos animais apresentaram-se positivos na necropsia para a presenca do

parasita S. obvelata (tabela 4).

Oitava semana pos inicio do tratamento

Grupo 7 (lver 8sem).

Na oitava semana ap6s o inicio do tratamento (Gltima coleta) com a ragdo com
ivermectina, as 10 fémeas do grupo lver 8sem apresentaram-se negativas quanto a
presenca do parasito (10/10 positivos/testados), em ambos procedimentos de diagndstico
utilizados (tabela 4).

Grupo 8- controle.

Os 5 animais do grupo controle que ndo receberam a racdo associada foram
avaliados e se apresentaram-se positivos em sua totalidade para o parasita Syphacia
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obvelata no procedimento de necropsia. Este grupo apresentou-se negativo na avaliagdo

com fita adesiva em sua totalidade (0/5).

Experimento 2

Este experimento seguiu o0 desenho do experimento 1 e teve como objetivo
principal observar o tempo no qual os animais permanecem negativos apos receberem
racdo com ivermectina. Ndo foi observada recidiva nos animais medicados por um
periodo até 11 semanas apds o fim do tratamento (Grupo 1). Os animais do grupo controle
permaneceram positivos por todo o periodo experimental (tabela 5).

Tabela 5. Nimero de animais positivos que permanecem livres da infec¢do por Syphacia obvelata apds
tratamento com racdo associada com ivermectina. Camundongos receberam a ragcdo com ivermectina por
1,2,4 e 8 semanas e foram observados até o fim da 122 semana. Os dados apresentados (x/y) representam o
namero de animais positivos (x) para o nimero de animais testados (y).

Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 4 8 9 10 11 12
Fita Fita Fita Fita Fita Fita Fita Fita Necropsia P
Iverlsem 0/5 - - - 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 <0,01
Iver2sem - 0/5 - - 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 <0,01
Iver4sem - - 0/5 - 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 <0,01
Iver8sem - - - 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 <0,01
Controle - - - - 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 <0,01

Grupos tratados com ivermectina

Ao final do tratamento para cada grupo experimental, os animais foram avaliados
por fita adesiva e ndo foi detectada a presenca do parasita S. obvelata (0/5- numero de
animais positivos para nimero de animais testados) em nenhum dos grupos (tabela 5). A
partir desta avaliagéo, foi interrompida a ragdo com ivermectina e eles passaram a receber
a racdo Rhoster sem Ivermectina. Ao final das 12 semanas do experimento 0s animais de
todos os grupos experimentais foram avaliados pela fita e necropsia e apresentaram

resultado negativo (tabela 5).




Grupo controle

Os animais do grupo controle estavam positivos para S.obvelata (5/5) no inicio do
estudo e receberam somente a racao controle sem ivermectina. Eles permaneceram neste

estado por todo o periodo experimental de 12 semanas (tabela 6).

Tabela 6. Periodo pds tratamento que os animais controle permaneceram negativos para Syphacia obvelata.
Os dados apresentados (x/y) representam o nimero de animais positivos (x) para o nimero de animais
testados (y).

‘Tratamento  Periodo pés tratamento no qual os animais permaneceram
negativos
Grupolver 1sem 11 semanas (5/5) negativo
Grupolver 2sem 10 semanas (5/5) negativo
Grupolver 4sem 8 semanas (5/5) negativo
Grupolver 8sem 4 semanas (5/5) negativo

Experimento 3

Neste experimento, a ra¢do associada com ivermectina foi testada em uma colénia
com 84 camundongos infestados pelo parasita Syphacia obvelata.A técnica utilizada foi
a da fita adesiva e foi observado 71,4% de positividade para S.obvelata (60/84).

Ap06s uma semana de tratamento 100% dos animais (84/84) apresentaram teste de
fita adesiva negativo para a presenca de ovos do parasita S. obvelata. Na segunda semana
9 animais da linhagem BALB/c foram retirados do experimento e 0s 75 animais restantes
foram avaliados mais uma vez 100% (75/75) permaneceu negativo com o teste da fita
adesiva. Nove destes animais foram necropsiados e ndo foram encontrados parasitas (Tab.
7).

Tabela 7. Quatro colénias de camundongos positivos para Syphacia obvelata ereceberam a ragdo com
ivermectina por duas semanas. Eles foram avaliados 1 e 2 semanas apds o inicio do fornecimento da ragéo.

N Animais Semana Semana P
positivos 1 2




C57BL/6 15 6/15 (40%) 0/15 0/15 <0,01
BALB/c 33 27/33(81,8%)  0/33 0/33 <0,01
Swiss 21 12/21(57,1%) 0/21 0/21 <0,01

Experimento 4

Este experimento também avaliou a eficiéncia da racdo em segunda coldnia de
camundongos positiva para S. obvelata na UFRJ. Quarenta camundongos da linhagem
BALB/c participaram do experimento. Na avaliacdo inicial antes do inicio do tratamento,
100% (40/40) dos animais estavam positivos para Syphacia por meio do teste da fita
adesiva. ApO6s uma semana, os 40 animais expostos a racdo com ivermectina
apresentaram teste da fita adesiva negativo para o parasita avaliado. Neste experimento,
as técnicas de sedimentacdo e flutuacdo também foram realizadas com fezes coletadas
das gaiolas e também apresentaram resultado negativo para ovos de S. obvelata.

DISCUSSAO

Syphacia obvelataé um dos mais prevalentes encontrados nos levantamentos
parasitarios de animais de laboratério (GILIOLI et al., 2000; BICALHO et al.,2007). O
uso de uma ragdo suplementada com ivermectina para tratamento deste parasita foi
testada neste projeto. Foram realizados quatro experimentos e coletivamente os resultados
sugerem que a racdo suplementada com ivermectina foi eficaz no controle da Syphacia

obvelata.

A utilizacdo da ragdo como veiculo para o tratamento de roedores possui muitas
vantagens sobre outros metodos, como o tratamento individual por gavagem, a introducao
do principio ativo na dgua de bebida, a pipetagem de micro gotas, 0 uso de spray ou a
aspersao no dorso dos animais (“pour on”). A estabilidade do principio ativo no pellet
reduz riscos de alteracdo fisico-quimica, permite a concentracdo e distribuicdo uniforme

e o controle de qualidade da fabricacéo.

O trabalho associado a realizacdo de procedimentos, tais como a gavagem e a

aplicacdo individual repetida por diversos dias séo dificuldades de manejo na rotina dos
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biotériosque apontam o uso da racdo associada como estratégia de tratamento. A
realizacdo de tratamento sem nenhuma necessidade de alteracdo da rotina dos animais
facilita o procedimento e reduz consideravelmente o tempo de contato com 0s animais
(ARBONA et al., 2010b).

A ivermectina é um medicamento de baixo custo e encontra-se no mercado sob
forma de premix, ja adequado pra a incorporacdo na racdo industrializada. A utilizagédo
comercial de racdo com lvermectina é comum em paises da Europa e nos Estados Unidos
para tratamento de Myocoptes musculinus e Myobia musculi, &caros comuns em roedores
de laboratério (ARBONA et al., 2010b). Porém, nenhum estudo foi encontrado sobre uso

da racdo suplementada com ivermectina para o tratamento da S. obvelata.

N&o ha relatos de racdo para roedores suplementada com ivermectina produzida no
Brasil. A empresa Nuvital (atual Quimtia) produziu uma rac¢do suplementada com
fenbendazole por alguns anos, porém este produto ndo é mais produzido. A empresa
Rhoster, tem experiéncia no desenvolvimento de racdes experimentais para roedores e se
prontificou a produzir a ragdo utilizada neste estudo ap6s entrarmos em contato e

manifestarmos nosso interesse e intencgéo.

Poucos estudos relatam a prevaléncia de parasitas em animais de laborat6rio nos
biotérios brasileiros. Em um estudo num biotério experimental da Universidade de Santa
Maria - RS a prevaléncia observada de infecgéo por S. obvelata foi de 80% (DOYLE et
al., 2006). Uma outra avaliacdo com 13 biotérios identificou uma taxa de 92% de presenca
de S. obvelata. (BICALHO et al., 2007).

Resultados de pesquisas realizadas em animais de laboratério podem ser afetados
por agentes infecciosos presentes nas coldnias com diminuicdo da sensitividade e
precisédo destes (BAIRD et al., 1982). Desta forma, modelos animais comprometidos em

seus aspectos sanitarios podem gerar resultados imprecisos e sujeitos a invalidacéo.

Os biotérios utilizam preferencialmente tratamentos com ivermectina por via oral
seja para Syphacia sp. ou outros endoparasitas e ectoparasitas. Varios estudos
demonstraram sucesso com tratamentos a base de ivermectina na agua de bebida (Tabela
2).

O uso da Ivermectina como terapia anti-helmintica tem demonstrado eficacia
quando aplicada de forma isolada (ARBONA et al., 2010b; KLEMENT et al.,1996;
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MOREIRA et al., 2013;) ou em associagdo com outros medicamentos como piperazina
(LIANG et al., 2004) e fenbendazol (ZENNER, 2016). Concentracdes de 0,5 a 2,0 mg/Kg
e tempos de aplicagdo de 7 a 10 dias de intervalo foram utilizados nestes trabalhos.
Baseado nas observacbes de (ARBONA et al., 2010a) para erradicacdo de Myocoptes
musculinus e Myobia musculi, a concentracdo de 12 ppm de ivermectina foi escolhida

para a composicdo da ragdo associada no presente estudo.

Observando seu uso na racao para o controle de acaros (ARBONA et al., 2010b),
o0 presente trabalho propds produzir e testar a utilizacdo de uma ragdo suplementada com

ivermectina no tratamento da S. obvelata.

O primeiro experimento do presente estudo observou tratamentos com
ivermectina na racdo por diferentes periodos para verificar 0 momento da eficécia
terapéutica. O desenho experimental foi baseado em trabalhos da literatura que indicavam
periodos de tratamento longos com intervalos sem medicacdo (ARBONA et al., 2010b,
MOREIRA et al., 2013). Desta forma, os periodos de tratamento escolhidos foram 1, 2,

4 e até 8 semanas consecutivas.

Ja na primeira semana foi observada a auséncia total do parasita por meio dos
testes de fita adesiva e necropsia. A auséncia dos parasitas também foi observada nas
semanas seguintes do estudo, sempre pelos testes de fita adesiva e necropsia. Em todas
semanas avaliadas, o grupo controle ndo tratado permaneceu positivo para Syphacia,
portanto, foi observada uma importante diferenca entre o presente estudo e a literatura em
relacdo ao tempo de tratamento. Apesar do uso por periodos prolongados, no presente

estudo ficou claro que uma semana foi suficiente para a eliminacéo total destes parasitas.

Observamos que a introdugdo abrupta de racdo terapéutica a base de ivermectina
na dieta dos animais supracitados, de forma mesclada a rotina diaria de manejo no biotério
nédo ocasionou alteracdo clinica visivel e modificacbes de comportamento derivadas de

estresse manipulativo.

A metodologia aplicada favorece a manutencdo da rotina normal que os animais
se submetem e dispensa a necessidade de alteracdo prolongada da agenda de
utilizacdo/fornecimento dos animais, mostrando a total adaptabilidade da metodologia a

rotina de manejo de roedores de biotério.
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Foi observado que na segunda semana do primeiro experimento (relativo portanto,
ao grupo lver 2sem), seu grupo controle apresentou-se positivo para ovos de S. obvelata

na fita adesiva e negativo na necropsia.

Ja em observacdo seguinte na quarta semana houve uma inverséao destes resultados
com o grupo controle negativo para o parasita na fita adesiva e positivo para necropsia.
Na oitava semana, 0s animais do grupo controle apresentaram-se positivos na necropsia

e negativos na observacdo por fita.

As técnicas mais comumente utilizadas para diagnéstico de Syphacia sp. sdo as

de necropsia e visualizacdo de contetudo fecal (ceco e célon), método Graham (fita
adesiva), swab anal; exame direto de fezes em lamina e exame histologico (HILL et al.;
2009). Em outro trabalho, varios métodos de deteccao de oxiurideos sao indicados, porém
o de maior sensibilidade foi a necropsia e exposicao do contetdo em placa de Petri, de
forma a visualizar a presenca de parasitos (EFFLER et al., 2008).
Nestes dois ultimos trabalhos, os autores concordam com a eficdcia do método de
necropsia e visualizagdo em placa de Petri e 0 método de Graham para o diagnostico de
Syphacia muris e S. obvelata. Os dois trabalhos sugerem a utilizagdo de mais de um
método diagnostico nas pesquisas de Syphacia.

No entanto, em uma comparacdo entre duas técnicas parasitologicas para
Syphacia sp. (fita adesiva e exame direto) realizada em 60 camundongos, a detecc¢éo foi
superior na primeira técnica (50%) em comparagdo com a segunda (8,3%; SANTOS et
al., 2017). Estes resultados sugerem a necessidade de utilizacdo diagnoéstica de, pelo
menos, duas técnicas laboratoriais, corroborando recomendac6es onde a eficacia maxima
de um Unico método de diagnostico ndo ultrapassa 85,0% (EFFLER et al., 2008; HILL et
al., 2009).

Em uma avaliacdo de metodos de deteccdo para S. obvelata, foi observado a
ineficacia do uso de testes em separado e a recomendacdo da utilizacdo de 2 ou mais testes
foi, mais uma vez ratificada (GERWIN et al., 2017).

Segundo Effler et al., 2008 ha pouca informacdo a respeito das técnicas para
deteccdo de oxiurideos, disponiveis na literatura. Possiveis falhas no diagndéstico por fita
adesiva podem ser causadas por inexperiéncia na técnica por parte dos operadores, carga
parasitaria, horario da coleta e idade do hospedeiro (HILL et al., 2009).

Em um estudo onde foi avaliado a viabilidade dos ovos, foi observado que

permanecem viaveis por até 7 meses, 0 sexo do hospedeiro ndo influi na quantidade de
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ovos eclodidos, o indice de eclosdo aumenta ao entardecer e os resultados das técnicas de
fita e necropsia ndo séo coincidentes (MEADE, 2014).

Alguns fatores como idade, sexo, linhagem e status do hospedeiro podem afetar a
taxa infeccdo de S. obvelata, em camundongos (TAFFS, 1976). Esta taxa decai de acordo
com a idade do hospedeiro, machos tendem a ser mais infestados que fémeas, linhagens
inbred tendem a ser mais suscetiveis e ter alta prevaléncia, o que sugere uma implicacéo
genética para a resisténcia do parasito.

Uma possivel interacdo entre a Syphacia sp. e a flora microbiana intestinal do
hospedeiro foi observada, em um estudo onde foram isoladas 5 bactérias presentes na
flora intestinal de animais parasitados que ndo foram encontrados em meio ambiente
(TAFFS, 1976). Este resultado indica uma possivel influéncia microbiana especifica na
sobrevivéncia do parasito. Nesta mesma linha, outro estudo realizado demonstrou a
incapacidade do Aspiculuris sp. infestar camundongos Germfree (PRZYJALKOWSKI,
1998).

Foi relatada também uma relacéo entre a infeccdo por Syphaciasp. e o sistema
imunoldgico. Foi observada uma resisténcia a infeccao por Syphacia obvelata relacionada
com a idade em camundongos entre a quarta e a nona semana de idade. Porém, nao foi
possivel demonstrar anticorpos no soro de animais positivos (PANTER, 1969).

Em ratos, ap6s sucessivas infestacGes por S. muris, alguns animais se tornaram
refratarios enquanto que outros permaneceram suscetiveis (ROMAN, 1969). Entretanto,
0s animais do presente estudo se encontravam na faixa de idade relatada e todos os
animais estavam positivos, portanto ndo foi observada a resisténcia relatada por Panter,
em 1969.

O desenho do segundo experimento foi semelhante ao primeiro porém o objetivo
foi avaliar quanto tempo o0s animais permaneceriam sem uma reincidéncia da infec¢do.O
resultado mais importante deste estudo foi observado nos grupos 1 e 2. Os animais
receberam a racdo com ivermectina por 1 e 2 semanas respectivamente e apds uma
semana de tratamento ja estavam negativos. Este estado negativo permaneceu até a 122
semana quando foram avaliados com o teste da fita adesiva e necropsia. O mesmo ocorreu
nos outros grupos, porém para o grupo 1 foram 11 semanas expostos a rotina do biotério

sem uma reinfeccéo.

Syphacia sp. tem um ciclo bioldgico curto e isto facilita infestagdes em curto
periodo de tempo (BICALHO et al., 2007; FLYNN, 1973). Em um estudo de deteccgéo de
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oxiurideos através da poeira em um biotério foi comprovada a alta transmissibilidade
destes parasitas em caixas de coleta, ventilagcdo, sistemas de ventilagdo, gaiolas e maos
dos operadores (LYTVYNETS et al, 2013) o que ressalta o seu dificil controle.

As possiveis causas de recidiva estdo ligadas a um diagnostico errado, seja por
falha do técnico na hora da coleta e exame, posterior manutencdo de animais infectados
na coldnia, tratamento incorreto, com doses abaixo das terapeuticamente utilizadas com
eficacia comprovada e falha em quaisquer variaveis envolvidas no programa de manejo
sanitario (a4gua, substrato, gaiolas, estantes, materiais, Epi’s, estruturas fisicas) (HILL et
al., 2009).

No experimento 3, as cinco colbnias de diferentes linhagens apresentaram-se
negativas para o parasita ap0s a primeira semana de tratamento. Os animais foram
avaliados mais uma vez na segunda semana de tratamento e permaneceram negativos. No
experimento 4 somente uma colénia da linhagem BALB/c foi tratada e também

apresentou resultados negativos para S. obvelata em uma semana de tratamento.

Os experimentos 3 e 4 tiveram como objetivo simular uma situacdo usualmente
encontrada em biotérios. Coldnias de animais positivos para S. obvelata foram tratados
sem a presenca simulando uma situacdo real sem a presenca de um grupo controle. Todos

0S animais eram positivos para S. obvelata e receberam a ragdo com ivermectina.

Coletivamente, estes dois experimentos reforcam os resultados do primeiro e do
segundo experimento nos quais apds uma semana de tratamento com a ra¢do associada,
ndo foram encontrados camundongos positivos para S. obvelata, independente da
linhagem, idade ou sexo.

Observamos que mesmo com a possibilidade de reinfeccédo pelo ambiente em que
estavam alojados, bem como pela maior quantidade de animais infestados pelo parasito,
a utilizacdo da racdo obteve sucesso neste tipo de desafio, o que nos
fazinferirpositivamente quanto a efetividade, mesmo em biotérios com pouca protecdo e

observagdo quanto aos aspectos sanitarios.

S&o poucos os trabalhos que usaram a ivermectina especificamente para
tratamento de Syphacia sp. e estes apresentaram tempo de tratamento variado. Sucesso
no tratamento da Syphacia sp. com 7 dias de exposicdo a ivermectina foi observado em

quando o medicamento foi adicionado na agua (MOREIRA et al., 2013).
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Outros trabalhos também apresentaram sucesso no tratamento de Syphacia sp.
com o uso de ivermectina. A aplicagdo da ivermectina por meio da gavagem por um
periodo de 20 dias obteve um resultado positivo na erradicacdo (FLYNN ET AL., 1989;
HUERKAMP ET AL., 1990). Em dose Unica ndo obteve sucesso (OSTLIND ET AL.,
1985).

O uso de spray com ivermectina sobre o animal com 1 aplicacdo semanal por 3 a
5 semanas, teve sucesso na erradicacdo (LEBLANC ET AL., 1993; SUETA ET AL.,
2002; CHAWLA ET AL., 2015).0 uso de micro gotas em 2 doses com intervalo de 10
dias obteve sucesso (PRITCHETT;JOHNSTON, 2002).A utilizacdo na agua de bebida
por 24 horas ndo obteve sucesso na erradicacdo (HASSLINGER; WIETHE, 1987), mas
seu uso prolongado, trouxe sucesso, embora com tratamentos de 4 dias ininterruptos, com
5 repetices e intervalos de 3 semanas (KLEMENT et al., 1996), ou 2 tratamentos com
duracédo de 3 semanas cada e intervalos de 15 dias (MOREIRA et al., 2013). De forma
geral, os periodos de tratamento variaram entre 1dia e até 7 semanas (HICKMAN et al.,

2008), e o0 sucesso dos tratamentos varia entre 80-100%.

No presente estudo o sucesso do tratamento foi de 100% nos quatro experimentos
realizados e sempre em um periodo minimo de sete dias. A grande diferenca para os
trabalhos presentes na literatura foi a apresentacdo da ivermectina como parte integrante

da racdo.

Foi observado que o parasita tem um ciclo bioldgico entre 11 e 15 dias e seu
periodo de eclosdo é de 5 a 20 horas (TAFFS, 1976). Desta forma a exposicao das larvas
recém eclodidas ao principio ativo é rapida. A ivermectina atinge seu pico plasmatico
méaximo de 90 ng/ml cerca de 24 h ap6s ingestdo, com meia vida de 24h (CONOLE et al.,
2003). Portanto, é de se esperar que seu mecanismo de acdo inicie de forma répida apos
o inicio de sua administracdo. Considerando o ciclo parasitério curto da Syphacia sp., a
constante ingestdo da racao associada a ivermectina e a manutencao de niveis plasmaticos
terapéuticos nos animais, pode-se inferir que 48 a 96 horas de tratamento continuado

levem a uma eficacia na eliminacdo do parasita de 100%.

Diversos trabalhos que sugerem periodos de tratamento mais longos ou intervalos
entre tratamentos (KLEMENT et al., 1996, HICKMAN et al., 2008). E importante
entender se essa recomendacdo é baseada em resultados encontrados ou por uma questéo

de aumento da margem de seguranca do produto.
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N&o houve 6bito decorrente da utilizacdo da racao associada, bem como néo foi
observado entre os animais submetidos ao experimento distirbios gastrointestinais pela
troca da racdo. Da mesma forma ndo foram observadas quaisquer alteragdes clinicas
quando os animais retornaram a racéo original apos os testes realizados. Estes resultados

sugerem a seguranca da ragdo testada.

Porém, ndo foram realizados neste estudo experimentos com a racdo apos a
autoclavacdo ou irradiacdo. A estabilidade da ivermectina apds a autoclavacdo ou
irradiacdo é uma informacdo essencial para 0 seu uso em biotérios que utilizam estes
processos de desinfec¢cdo da ragdo. Por outro lado, boa parte dos biotérios positivos para
S. obvelata sdo considerados convencionais e nao utilizam técnicas de desinfeccdo da
racdo. De qualquer forma, novos experimentos serdo programados para testar a

resisténcia da ivermectina a estes processos.

CONCLUSAO

Baseados nos resultados do presente estudo, animais tratados com a racéo
suplementada com ivermectina a 12 ppm apresentam-se negativos para S. obvelata apos
7 dias. Os resultados do experimento Il indicam que estes animais permanecem negativos

por um periodo ndo inferior a 11 semanas pds-tratamento.
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PRODUTO FINAL DO ESTUDO

O produto deste projeto foio desenvolvimento de uma racdo associada com
Ivermectina a 12 ppm que se mostrou eficaz no tratamento do parasita S. obvelata,

prevalente em muitos biotérios brasileiros.

Recomendagdes quanto ao produto

Como parte deste produto, foi elaborada uma orientagdo para utilizagdo desta
racdo. As orientacGes propostas sdo baseadas nos resultados de sua eficacia quando
oferecida por um periodo de 7 dias sem a necessidade de interrupcéo e repeticdo do

tratamento.

Além do tratamento com a racao é importante que ac¢6es de higiene e prevencéao
sejam seguidas para impedir a reinfeccdo. Os métodos de controle sanitario em biotérios
tém a sua eficacia diretamente atrelada a correta compreensdo e observancia dos
processos relativos a utilizacdo das barreiras primarias e secundarias (instalacdes,

materiais, suprimentos) bem como ao correto manejo técnico do animal.

Seguem, portantoas orientacdes propostas para o tratamento de uma colbnia de
camundongos por meio da racdo com ivermectina a ser procedida juntamente com

medidas de limpeza e prevencao:

1. Avaliagdo diagnoéstica por meio de fita adesiva para estimar a incidéncia do
parasito. Se possivel realizar a necropsia por uma amostragem representativa dos

animais.
2. Troca completa das caixas, bebedouro, cama e grade por material esterilizado:
3. Apos esta troca, fornecimento de ragdo associada a ivermectina.

4. Todos os animais do biotério devem ser tratados a0 mesmo tempo para evitar

reinfeccao.

5. Limpeza da sala dos animais e do material ali existente com produtos de acao
desinfetante e esterilizante adequados a cada situacdo. Os racks, as estantes,
paredes, teto, piso, estacOes e mesas de trocas e carrinhos. Todos 0s equipamentos

e superficies do ambiente devem ser higienizados.
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6. Esterilizacdo do material utilizado na manutencéo das col6nias, rouparia e Epi’s.
Atencdo as regras e recomendacdes em ambientes bioprotegidos. Constante

treinamento de pessoal.
7. Manutencdo da ragdo por pelo menos uma semana.

8. Avaliacdo parasitoldgica apds uma semana de tratamento com utilizacdo dos
métodos de fita adesiva, flutuacdo e sedimentacdo, bem como uma avaliacao
parasitoldgica mensal em uma amostragem dos animais para identificar possivel

reinfeccao.

9. Em caso de reinfec¢do, medidas de vigilancia epidemioldgica/sanitaria devem ser

tomadas e acOes de controle colocadas em acao.
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