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RESUMO GERAL

Magalh&es, Viviane de Souza. Fipronil injetavel para bovinos: farmacocinética e eficacia
no controle de Haematobia irritans e Dermatobia hominis. 2016. 93f Tese (Doutorado em
Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo em Agropecuaria), Pré-reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacéo,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

O Brasil é o pais pertencente ao MERCOSUL com o maior rebanho bovino, sendo também o
primeiro lugar em nimero de abates e producdo de carnes, por este motivo ocupa lugar de
destague no cenario internacional. Para manter esta produtividade se faz necessario
investimentos em manejo, genética e sanidades. Quanto a sanidade as parasitoses
desempenham um papel de relevancia podendo determinar sérios prejuizos a salde dos
animais. Nas Ultimas trés décadas ndo tém ocorrido o desenvolvimento pronunciado de novas
moléculas com acdo parasiticidas. O que se observa € o lancamento no mercado veterinario
brasileiro de produtos que apresentam inovacfes em associacOes, apresentacdes, formulagdes,
vias e formas de administracdo. Este estudo tem como objetivo desenvolver uma formulagéo
injetavel de fipronil e avaliar a sua biodisponibilidade e eficacia contra Haematobia irritans e
Dermatobia hominis. Para isto, foram desenvolvidas 13 formulacbes (F1 a 13) e submetidas
ao teste de estabilidade acelerada onde ao fim de 6 meses 5 eram estéaveis (F3, F4, F5, F10 e
F11). Foi construido o perfil plasmatico das formulagdes estaveis de maior dosagem (F10 e
F11) e comparadas a formulacdo topica comercial. Para o desenvolvimento de métodos de
analise, duas técnicas de preparacdo de amostras foram testadas. Ambas com analise por
CLAE-UV. A técnica com utilizacdo de coluna MAR néo foi eficiente sendo validade a
técnica com EFS com intervalo de 5 a 500 ng / mL para fipronil e de 10 a 500 ng / mL para
fipronil-sulfona. Os valores de precisdo média encontrados foram de 13,7 e 10, 9 de fipronil e
fipronil sulfona, respectivamente, e a exatiddo média de 7,2 e 5,5% para o fipronil e fipronil
sulfona, respectivamente. Com esta metodologia foi possivel avaliar o perfil plasmético das
formulacGes F10, F11 e comercial encontrando maiores biodisponibilidade na formulagédo
injetavel com menor quantidade de N-metilpirrolidona (F10). A presenca do produto de
metabolizacdo fipronil sulfona s6 pode ser quantificada ap6s aproximadamente 15 dias em
todas as formulagdes e um tempo de meia-vida do fipronil de 37 horas para as formulagdes
injetaveis (F10 e F11) e 100 horas para a formulagédo topica comercial foi encontrado. A fim
de testar a influéncia das formulagdes na interrupcao do ciclo evolutivo de H.irritans de ovo a
adulto foi realizado um teste de eficacia durante 21 dias. Neste teste foi coletada fezes de
animais tratados. As amostras de fezes foram incubadas para avaliacdo da eclosédo de ovos. Os
resultados mostraram que as F10 e F11 foram formulag¢Ges capazes de inibir a ecloséo de ovos
de H.irritans inibindo o ciclo de crescimento deste parasita. Para testar a eficacia contra larvas
de D.hominis foi realizado um teste de eficdcia com 10 bovinos durante 28 dias encontrando
eficacias de 54, 65 e 72% para a formulacdo topica comercial, F10 e F11 respectivamente
apos 7 dias de tratamento. Apos 21 dias de tratamento, as eficacias aumentaram para 97, 99 e
98% para F10, F11 e formulacdo topica comercial respectivamente, demonstrando que as
formulacGes foram eficazes no controle D.hominis em bovinos. Com os dados obtidos neste
trabalho fica demonstrado claramente que o fipronil possui acdo ectoparisiticida por via
subcutanea para o controle destes parasitas em bovinos. Podendo ser uma nova alternativa de
tratamento.

Palavras-chave: Fenilpirazol. Ectoparasito. Farmacotécnica
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ABSTRACT

Magalhdes, Viviane de Souza. Fipronil injection for cattle: pharmacokinetics and
effectiveness to control Haematobia irritans and Dermatobia hominis. 2016. 93p Thesis
(Doctorate in Science, Technology and Innovation in Agriculture), Pro-reitoria de Pesquisa e
Pds-Graduacdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Brazil is the country belonging to MERCOSUL with the largest cattle herd. It is the first in
number of slaughter and meat production, therefore occupies a prominent place on the
international scene. To maintain productivity is needed investments in management, genetics
and sanities operations. When talk about sanities the parasitosis play a role of importance and
may determine serious damage to health of animals. In the last three decades have not been a
new development of molecules with fungicidal action only the introduce, in the veterinary
market Brazilian products, innovations in associations, presentations, formulations, routes and
forms of administration. The aim of this study is development an injectable formulation of
fipronil and evaluate its bioavailability and efficacy to control Haematobia irritans e
Dermatobia hominis. Thirteen formulations were developed (F1 to F13). It was performed
accelerated stability test where after six months five formulations were stable (F3, F4, F5, F10
e F11). It studied the plasma profile of stable higher dosage formulations (F10 and F11) and
compared with the topical commercial formulation. For the development of analytical
methods, two sample preparation techniques were tested, both using HPLC-UV techniques.
The use of RAM column was not efficient and the SPE technique was validated with a linear
range of 5 to 500 ng / mL for fipronil and 10 a 500 ng / mL for fipronil sulfone. The
precisions were 13.7 e 10.9 to fipronil and fipronil sulfone respectively and accuracy of 7.2
and 5.5% to fipronil and fipronil sulfone respectively. With this methodology it was possible
to evaluate the plasma profile of the formulations F10, F11 and topical commercial
formulation finding the higher bioavailability at injectable formulation with fewer N-
metilpirrolidone (F10). The metabolism product, fipronil sulfone, was quantitated after
approximately 15 days in all formulations and the half-life time of fipronil was 37 hours for
injectable formulations (F10 e F11) and 100 hours for topical commercial formulation. To
evaluate the influence of the formulations in the interruption of the life cycle of H.irritans was
performed a efficacy test during 21 days. For this test was collected feces of treated animals.
Faeces samples were incubated for evaluate of hatching eggs. The results show that F10 and
F11 were able to inhibit the hatching eggs of H.irritans. To evaluate the efficacy to control
D.hominis larvae was performed a efficacy test with 10 cattle during 28 days finding 54, 65
and 72% efficacy for commercial topical formulation, F10 and F11 respectively, 7 days after
treatment. Twenty-one days after treatment, the efficacy increased to 97, 99 and 98% for F10,
F11 and commercial topical formulation respectively demonstrating that the formulations
were effective in controlling D.hominis in cattle. These results clearly demonstrate that
subcutaneously fipronil action as a ectoparasiticide to control of these parasites in cattle and
may be a new treatment alternative.

Keywords: Fipronil. Ectoparasites. Pharmaceutical Technology
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RESUMEN AMPLIADO

Magalhédes, Viviane de Souza. Fipronil inyectable para bovinos: farmacocinética y
efiaadcia em el control de Haematobia irritans y Dermatobia hominis. 2016. 93h Tesis
(Doctorado en Ciencia, Tecnologia e Inovacion en Agropecuaria). Pro-reitoria de Pesquisa e
Pds-Graduacdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016

1.Introduction

Brasil es el pais que pertenece al Mercosur con el mayor rodeo ganadero, estando
también en primer puesto en nimero de faenas u produccién de carne, siendo que por este
motivo tiene posicion de destaque en el escenario internacional. Para mantener esta
productividad es necesario inversiones en el manejo, genérica y sanidad. En respecto a la
sanidad las parasitosis poseen un papel fundamental llevando a serias pérdidas a la salud de
los animales. Entre los parasitos externos podemos destacar la mosca de los cuernos
(Haematobia irritans) y la ura (Dermatobia hominis).

La Haematobia irritans descripta por Linnaeus, en 1758, y reconocida como una de
las plagas de bovinos en Francia en 1830 fue introducida accidentalmente en paises donde la
produccién de bovinos se encontraba en expansion y que se volvio actualmente como una de
las plagas de la ganaderia. La actividad hematdfaga de la mosca del cuerno no es el mayor
aspecto que lleva a méas pérdidas. Su nombre en latin, “irritans” es aclarado como el principal
efecto que este diptera proporciona que es la irritacion causada en el animal infestado,
dejando el mismo extremadamente agitado y llevando el animal al estado critico de estrese,
este si responsable por las mayores pérdidas detectadas en los hatos infestados causando
disminucion de la ganancia de peso, de la produccion de leche, del apetito y de la conversion
alimentar, pudiendo llevar incluso a la muerte.

Para el control quimico de este parasito fueren utilizados productos como
organofosforados, avermectinas y el fipronil. Este con eficacia superior a 95% para una
formulacién al 1% Pour On utilizada en el control de H. irritans en vaquillonas. La D.
hominis causadora de la miasis por infestaciones por larvas de este diptero en os tejidos
animales. Estas infestaciones generan pérdidas para la ganaderia brasilefia porque las larvas se
desarrollan en los tejidos superficiales de los hospederos promoviendo problemas diversos
qgue van desde la reduccion de la productividad, lesiones del cuero y mutilaciones, hasta
gastos con productos utilizadas en su control. Los métodos de control son basados en la
utilizacion de plaguicidas que en la mayoria de los casos no son eficaces en el control de las
reinfestaciones.

En las ultimas tres décadas no tiene ocurrido el desarrollo pronunciado de nuevas
moléculas con accion parasitaria. Lo que se observa es el lanzamiento en el mercado
veterinario brasileio de productos que presentan innovaciones en asociaciones,
presentaciones, formulaciones ademas de vias y formas de administracion. El delineamiento
de formas farmacéuticas tiene como objetivo central obtener una respuesta terapéutica
previsible en relacion a un farmaco incorporado en una formulacion.

En este sentido, caracteristicas quimicas del activo, via de administracion, tiempo total
de eficacia, esquema de administracion de las dosis, empaque adecuado y adhesion del
tratamiento son puntos necesarios de evaluarselos antes de empezar un delineamiento. Una
hipotesis fundamental de la farmacocinética clinica es que existe una relacion entre los efectos
farmacologicos de un farmaco y su concentracion en la circulacion sanguinea. EIl monitoreo
del perfil de la concentracion del farmaco en funcién del tiempo en un fluido fisioldgico
adecuado permite la determinacion de su biodisponibilidad. Una evaluacion comparativa de
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los parametros farmacocinéticos en nuevas formulaciones es de extrema importancia para la
decision de la mejor conducta para el tratamiento de los animales y efectividad del efecto
clinico. Asi los estudios de curva de concentracion plasmatica de farmacos a partir de la
forma farmacéutica son fundamentales en la evaluacion del desempefio de nuevas
formulaciones.

Para la obtencion de una descripcion exacta de la curva de concentracion plasmatica
de un farmaco es crucial la utilizacion de en método validado. Los analisis de las matrices
complejas como el plasma animal requieren etapas de extraccion y eliminacion de impurezas
ademas de la medida de la concentracion del analito de interese en un instrumento. Diversas
técnicas de preparo de muestras estan disponibles cada cual con sus caracteristicas. El fipronil
es un fenilpirazole muy utilizado en la medicina veterinaria para el control de ectoparéasitos en
perros, gatos y en bovinos pudiendo ser una nueva alternativa en el control de estos parasitos.

El objetivo del presente estudio fue desarrollar una formulacién inyectable de fipronil
tiendo como bases el resultado antes desarrollado en laboratorio. Desarrollar y validar un
método bioanalitico para la cuantificacion del fipronil y fipronil sulfona en plasma de bovinos
utilizando la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a la deteccién por
ultravioleta. Evaluar el comportamiento farmacocinética de las formulaciones y comparalas
con una formulacion topica comercial. Evaluar la eficacia de las formulaciones inyectables y
topica en el control del ciclo evolutivo de H. irritans y testar la eficacia de estas
formulaciones en el control de la D. hominis.

2.Materiales y Métodos

Fueran desarrolladas 13 formulaciones (F1 hasta F13) con fipronil a 5% y 10%. Los
principales vehiculos utilizados fueran el gliceroformol, el propilenoglicol y la N-
metilpirrolidona en diferentes proporciones. Las modificaciones de los excipientes tuvieran
como objetivo el incremento de la solubilidad del fipronil y por consecuencia, incremento de
la estabilidad.

Para evaluar la estabilidad fue realizado el teste de estabilidad acelerada de acuerdo
con las directrices de la Instruccién Normativa 5/05 del Ministerio de Agricultura, Ganaderia
y Abastecimiento (MAPA) de Brasil.

Para la construccion del perfil plasmatico fueran comparadas dos técnicas de
preparacion de muestras, la técnica de extraccion online con el uso de una columna de medio
de acceso restricto y la extraccion off-line con el preparo de la muestra utilizando la
extraccion en fases solida. En los dos casos las lecturas de las muestras fueran realizadas via
cromatografia liquida de alta definicion con deteccion por ultravioleta. La técnica que
presento mejores resultados fue validada. Fue disefiado el perfil plasmatico de las
formulaciones estables de mayor dosificacion y comparadas a la formulacion tépica
comercial. Para eso fueran utilizados 18 bovinos divididos en 3 grupos. Cada grupo fue
tratado con una formulacién. Muestras de sangre fueran colectadas en los tiempos 0, 4, 12h, 2,
7,14, 15, 16, 17, 21, 28, 30 y 35 dias. Las muestras fueran evaluadas por CLAE-UV para la
cuantificacion de fipronil y su producto del metabolismo la fipronil sulfona. Los valores
encontrados de concentracion fueran analizados a traves del programa PK Solution para el
calculo de los parametros farmacocinéticos. Para el céalculo de la biodisponibilidad fueran
utilizados 4 animales tratados con fipronil 5% y N-metilpirrolidona 30%. Muestras de sangre
fueran colectadas en los tiempos 0, 4, 6, 12h, 2, 3, 4 y 5 dias, y fueran analizadas por CLAE-
uv.

Con el objetivo de testar la influencia de las formulaciones en la parada del ciclo
evolutivo de la H. irritans fue realizado un teste de eficacia durante 21 dias. Para este teste
fueran utilizados 24 animales divididos en 4 grupos. Cada grupo fue tratado con una
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formulacién y un grupo ha quedado sin tratamiento. Fueran colectadas heces de los animales
en los tiempos 0, 7, 14 y 21 dias después del tratamiento. Después de la colecta el material fue
incubado junto con huevos de la H. irritans para la observacion de la evolucion del ciclo
bioldgico. Después de 48horas de incubacion fue evaluado la eclodibilidad de las larvas, con
8 dias fueran separadas y cuantificadas las pupas y con 15 dias de incubacion fue realizado el
conteo de emergencia de Is adultos para el célculo de la eficacia.

Para evaluar la eficacia contra larvas de la D.hominis fue realizado un teste de eficacia
a campo de acuerdo a las directrices de la Portaria 48 de 12/05/1997 del MAPA. Fueran
utilizados 40 bovinos cruzados divididos en 4 grupos. Cada grupo fue tratado con una
formulacion y un grupo ha quedado sin tratamiento. Fueran utilizadas las formulaciones
estables con mayor dosificacion de fipronil y la formulacion tépica comercial. Los animales
fueran evaluados para el conteo de los nddulos en los dias 7, 14, 21 y 28 después del
tratamiento.

3.Resultados y Discusion

Después de 6 meses de estudio a penas 5 formulaciones fueran estables (F3, F4, F5,
F10 e F11). Las formulaciones estables con 5% de fipronil contenian 20, 30 y 40% de NMP
(F3, F4 e F5). Las formulaciones estables con 10% de fipronil contenian 20 y 30% de NMP
(F10 e F11). Los excipientes aislados no fueran capaces de solubilizar fipronil y la F12 con
10% de fipronil,y 40% de NMP no fue estable. Para dar continuidad a los estudios in vivo fue
seleccionada la F10 y F11, los dos con 10% de fipronil, y 20 y 30% de NMP respectivamente.

Durante el desarrollo de un método bioanalitico para cuantificacion de fipronil y
fipronil sulfona los resultados encontrados para el método online no fueran satisfactorios y no
pudieran ser validados. Ademas de eso el incremento de presion generada en el sistema volvio
no viable su utilizacion. Para el método offline fue posible desarrollar y validar una
metodologia selectiva, linear con intervalo de 5 a 500ng/mL para el fipronil y 10 a 500ng/mL
para el fipronil sulfona, con valores medios de precision de 13,7 y 10,9 para fipronil y fipronil
sulfona respectivamente, y exactitud media de 7,2 y 5,5% para fipronil y fipronil sulfona
respectivamente.

Para la construccion del perfil plasmatico de las formulaciones el Tmax de la SULF
solamente fue alcanzado cerca de 400h, aproximadamente 16 dias. Las F10 y F11 poseen
T1/2 para el FIP proximo una vez que se trata de la misma droga, dosis y via de
administracion. Cuando se ha realizado la relaciéon de la AUCO-a de SULF/FIP encontramos
los valores de 1,3; 15 y 1,5 para F10, F11 y FIP pour-on respectivamente. Estos valores
indican la cantidad circulante en la corriente sanguinea de SULF en relacion al FIP. Asi se
puede decir que el fin de 30 dias para la F11 la cantidad de SULF es 15 veces mayor que la
del FIP. Durante la construccion de los perfiles fue posible observar las fases de absorcion,
excrecion y biotransformacion en las tres formulaciones, siendo la F10 la formulacién con la
mayor biodisponibilidad.

Para el control de la H.irritans los resultados demostraran que después de 14 dias del
tratamiento las formulaciones F10 y F11 presentaran eficacia en la inhibicion de la eclosién
de huevos de 74 y 97%, respectivamente, en comparacion a la formulacion topica comercial
gue no presentd ninguna eficacia.

Para el control de la D. hominis fueran encontradas eficacias de 54, 65 y 72% para
F10, F11 y formulacion comercial, respectivamente, después de 7 dias del tratamiento.
Después de 21 dias del tratamiento los productos demostraran eficacia de 97, 99 y 98% para
F10, F11 y formulacion comercial respectivamente.
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4.Conclusion

Estos resultados demostraran que las formulaciones F10 y F11 son capaces de inhibir
el ciclo evolutivo de la H. irritans y de la D. hominis en bovinos demostrando claramente que
el fipronil posee accion ectoparisiticida por la via subcutanea para el control de estos parasitas
pudiendo ser utilizado como una nueva alternativa de tratamiento.

Palabras-clave: Fipronil. Biodisponibilidad. Desarrollo Farmacéutico. Eficacia parasiticida
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INTRODUCAO GERAL

O MERCOSUL ¢e uma grande poténcia agricola e o Brasil é 0 pais pertencente a este
grupo com o maior rebanho bovino, sendo também o primeiro lugar em numero de abates e
producdo de carnes. Desta forma a pecuaria brasileira ocupa lugar de destaque no cenario
internacional, além de ter um grande potencial de crescimento. Diante deste quadro séo
crescentes os investimentos em medicamentos veterinarios.

A producdo na pecudria bovina é baseada em trés vertices de uma piramide: manejo,
genética e sanidades. No Vértice sanidade as parasitoses desempenham um papel de relevancia
podendo determinar sérios prejuizos a salde dos animais. Estimativas incriminam as
parasitoses de bovinos como determinantes de bilhdes de reais de prejuizo anual para a
pecudria brasileira.

Nas ultimas trés décadas ndo tém ocorrido o desenvolvimento pronunciado de novas
moléculas com acdo parasiticidas. O que se observa € o lancamento no mercado veterinario
brasileiro de produtos que apresentam inovacfes em associagoes, apresentacdes, formulacoes,
vias e formas de administracéo.

Dentre as classes que apresentam acdo ectoparasiticida que veem sendo empregados
na pecuaria merecem destaques a dos organofosforados, piretréides, amidinas, lactonas,
fenilpirazoles e benzofeniluréias.

O fipronil, um fenilpirazole, € muito utilizado na medicina veterinaria para o controle
de ectoparasitos em cédes, gatos e recentemente seu uso em bovinos tem aumentado em nosso
Pais. O aumento do seu uso tem ocorrido principalmente em decorréncia do aumento de
individuos resistentes em populacdes do carrapato Rhipicephalus microplus, Dermatobia
hominis e Haematobia irritans frente a outras classes de ectoparasiticidas

Uma das limitagdes para o uso do fipronil numa escala maior na pecuéria bovina é a
sua forma de aplicacdo. Atualmente no Brasil o mercado s6 dispGe de formulacdes topicas
pour-on. Embora este tipo de administragdo tenha vantagens como a praticidade no manuseio
pode-se enumerar desvantagens como: os veiculos empregados nestas formulacdes encarecem
0 precgo final do produto e podem se tornar um fator limitante; existe uma preferéncia do
mercado Brasileiro para produtos injetaveis; existe a possibilidade da exposicdo do
profissional ao produto levando a uma possivel intoxicacdo. Esta Gltima é agravada pela
infeliz realidade em nosso Pais quanto a negligencia para utilizacdo de equipamentos de
protecdo individual no momento do emprego de ectoparasiticidas topicos em bovinos.

Uma formulacdo injetdvel poderia trazer algumas caracteristicas desejaveis como a
reducdo do custo do produto final, maior seguranca para o profissional durante a
administracdo do produto e uma maior utilizacdo tendo em vista a preferéncia do mercado por
este tipo de formulacdo. N&o ha disponivel no mercado Brasileiro uma formulacao injetavel
de fipronil.

Desta forma o estudo teve por objetivo desenvolver uma formulagéo injetavel de
fipronil para ser empregada em bovinos. Estudos anteriores realizados pela mesma equipe
puderam demonstrar a eficacia do fipronil quando empregado por via subcutanea em bovinos
no controle do carrapato R. microplus.

Para esta finalidade foram preparadas duas formulacdes distintas e procedeu-se a
comparacdo de caracteristicas farmacotécnicas, de disponibilidade plasmatica e eficicia no
controle das moscas H. irritans e D. hominis. Com o objetivo de facilitar o entendimento, este
trabalho foi dividio em cinco (5) capitulos.



No primeio capitulo, intitulado “Desenvolvimento de Formulagdes Injetaveis de
Fipronil para Bovinos” estdo descritas todas as etapas para o desenvolvimento e analise da
estabilidade da formulacdo desenvolvida tendo como objetivo principal a escolha da
formulacéo a ser utilizada nos testes in vivo.

No segundo capitulo, intitulado “Desenvolvimento de Metodologia Bioanalitica para
Quantificagdo de Fipronil em Plasma Bovino” estdo descritos os métodos de preparo de
amostras e metodologias analiticas estudadas para quantificar o fipronil em plama bovino
tendo como objetivo principal desenvolver e validar uma metodologia analitica adequada para
os estudos farmacocinéticos do capitulo seguinte.

No terceiro capitulo, intitulado “Comportamento Farmacocinético do Fipronil e seu
Metabolito nas formulag¢des injetaveis” foi avaliado a farmacocinética das formulacGes
desenvolvidas no capitulo I com o uso da metodologia desenvolvida no capitulo Il tendo
como objetivo principal a determinacdo da curva de concentracdo plasmatica do fipronil.

No quarto capitulo, intitulado “Eficicia das Formulagdes Injetaveis de Fipronil no
Controle de Formas Imaturas de Haematobia irritans em Bovinos” foi avaliado o efeito do
uso das formulagdes selecionadas no capitulo I no desenvolvimento do ciclo biolégico da H.
irritans e no quinto capitulo, intitulado “Eficacia de Formulagdo Injetaveis de Fipronil no
Controle de Larvas de Dermatobia hominis em Bovinos” foi avaliada a eficicia das
formulacBes no controle de larvas de D. hominis. Os resultados encontrados foram
realacionados e descrevem uma formulacéo injetavel capaz de atuar no controle de H. irritans
e D. hominis.



CAPITULO |

DESENVOLVIMENTO DE FORMULACOES INJETAVEIS DE
FIPRONIL PARA BOVINOS



1.RESUMO

O delineamento de formas farmacéuticas tem como objetivo central obter uma resposta
terapéutica previsivel em relacdo a um farmaco incorporado em uma formulagdo. Neste
sentido, caracteristicas quimica do ativo, via de administracdo, tempo total de eficécia,
esquema de administracdo das doses, embalagem adequada e adeséo ao tratamento sdo itens
necessarios de serem avaliados antes de iniciar um delineamento. O presente estudo teve por
objetivo desenvolver uma formulacdo injetavel de fipronil tendo como base os resultados
anteriormente desenvolvidos no laboratério. Os principais veiculos utilizados foram o
glicerolformol, o propilenoglicol e a N-metilpirrolidona em diferentes proporgdes. As
modificacdes dos excipientes tiveram como objetivo o aumento da solubilidade do fipronil e
por consequéncia, aumento da estabilidade. Para avaliar a estabilidade foi realizado o teste de
estabilidade acelerada conforme as diretrizes da IN15/05 do MAPA. Foram preparadas 13
formulacGes (F1 a F13) com diferentes concentracdes de fipronil, N-metilpirrolidona (NMP) e
gliceroformol. Ap6s 6 meses de estudo apenas 5 formulacGes foram estaveis (F3, F4, F5, F10
e F11). As formulagdes estaveis com 5% de fipronil continham 20, 30 e 40% de NMP (F3, F4
e F5). As formulacdes estaveis com 10% de fipronil continham 20 e 30% de NMP (F10 e
F11). Os excipientes isolados n&o foram capazes de solubilizar o fipronil e a F12 com 10% de
fipronil e 40% de NMP ndo foi estavel. Desta forma, as formulacdes estaveis com maiores
doses de fipronil foram selecionadas para utilizagdo nos estudos in vivo.

Palavras-chave: Delineamento farmacéutico. Fipronil injetavel. Bovinos



2. ABSTRACT

The Design and Manufacture of Medicines has a central propose obtain a predictable
therapeutic response in relation to a drug incorporated in a formulation. In this respect, active
chemical characteristics, route of administration, total effective time, management scheme of
doses, proper packaging and adherence to treatment are necessary items to be evaluated
before starting a design. This study aimed to develop an injectable formulation of fipronil
based on the results previously developed in this laboratory. The main vehicles used were
glicerolformol, propylene glycol and N-methylpyrrolidone in different proportions.
Modifications of the excipients were aimed at increasing the solubility of fipronil and
consequently increased stability. To evaluate the stability was performed accelerated stability
test as IN15/05 of Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply. Thirteen formulations
were prepared (F1 to F13) with different concentrations of fipronil, N-methylpyrrolidone,
glicerolformol and propylene glycol. After six months five formulations were stable (F3, F4,
F5, F10 e F11). The stable formulations with fipronil 5% have 20, 30 and 40% of NMP (F3,
F4 e F5). The stable formulations with fipronil 10% have 20 and 30% of NMP (F10 e F11).
Formulations containing only one of the excipients were not able to solubilize fipronil and
F12 with fipronil 10% and NMP 40% was not stable. With this results, stable formulations
with higher doses of fipronil were selected for use in in vivo studies

Keywords: Pharmaceutical delineation. Injectable fipronil. Cattle



3.INTRODUCAO

O avango na pecuaria Brasileira sustenta-se no melhoramento genético, na nutricéo
animal e no manejo sanitario. Diante deste quadro sdo crescentes o0s investimentos em
medicamentos veterinarios. Por outro lado, as perdas econdmicas causadas pelos parasitos que
afetam o bem-estar do gado e a produtividade no Brasil sdo enormes.

As diversidades de espécies com diferentes tamanhos corporais, com barreiras de
absorcéo de farmacos distintas e que geralmente requeiram terapias com uma longa duracao
de acdo e com poucas administracbes é um grande desafio para o delineamento de formas
farmacéuticas veterinarias.

A industria farmacéutica veterinaria enfrenta alguns desafios comuns das empresas de
salde humana no desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos. No entanto a diversidade
das espécies e de racas, a grande diferenca de tamanhos corporais, as diferencas ambientais,
as diferencas no metabolismo e biologia, as diferencas sazonais e a economia se tornam um
grande entrave no desenvolvimento de novas estratégias para as formulagdes veterinarias.

Na industria dos animais de producdo é necessario comparar os custos do tratamento
com os beneficios que resultam do mesmo. O custo dos medicamentos deve ser acessivel ao
produtor para permitir uma gestdo rentavel da propriedade, logo medicamentos de uma Unica
dose terdo beneficios econdmicos.

O principal objetivo do delineamento de formas farmacéuticas é obter uma resposta
terapéutica previsivel em relagdo a um farmaco incorporado em uma formulacdo. Para
assegurar a qualidade do produto é necessario observar aspectos como estabilidade quimica e
fisica, conservacdo apropriada contra contaminagdo microbiana, uniformidade de dose e
aceitacdo por parte dos usuarios.

Em geral, a estabilidade quimica de um farmaco esta associada com a compatibilidade
entre os componentes da férmula assim como a embalagem primaria. De um modo geral 0s
farmacos sofrem decomposi¢cdo como resultado de vérios efeitos como calor, oxigénio, luz e
umidade.

Antes de iniciar um delineamento farmacéutico, caracteristicas quimicas do ativo,
assim como melhor via de administracdo, tempo total de eficacia, melhor esquema de
administracdo, embalagem adequada e adesdo ao tratamento devem ser detalhadamente
estudadas e planejadas.

O fipronil & um inseticida pertencente a classe dos fenilpirazois amplamente utilizado
no controle de varios artrépodes domésticos e pragas agricolas sendo apresentado em
formulagGes comerciais como: isca, spray, pour-on e granulado. Sua formulacdo para via
injetavel ainda ndo esta disponivel comercialmente e pode ser uma nova alternativa para o
tratamento antiparasitario de bovinos.

O objetivo do estudo foi desenvolver uma formulacdo injetavel de fipronil para
controle de ectoparasitos bovinos.



4.REVISAO DE LITERATURA

4.1.Mercado de Produtos Veterinarios

A década de 90 foi um periodo de muitas mudancas na economia e na agropecuaria
brasileira com reducéo de barreiras tarifarias e ndo tributérias. Essas mudangas impulsionaram
0 comércio internacional, estimulando um maior ingresso e participacao de capital estrangeiro
no Brasil. Desta forma o agronegdécio brasileiro passou a ter uma maior participacdo de capital
estrangeiro ampliando-se consideravelmente neste periodo. (ALVIM; MORAES, 2013).

Atualmente a pecuéria bovina € um dos setores mais importantes do agronegocio
brasileiro e consequentemente da economia nacional (MAPA, 2014). O Brasil é o maior
produtor e consumidor de carne bovina do mundo e maior exportador de carne bovina
(USDA, 2016).

A cada ano, a participagdo brasileira no comércio internacional do agronegécio vem
crescendo, com destaque para a producdo de carne bovina, suina e de frango. Segundo o
Ministério da Agricultura, até 2020, a expectativa é que a producdo nacional de carnes suprira
44,5% do mercado mundial. Ja a carne de frango tera 48,1% das exportacdes mundiais € a
participagdo da carne suina sera de 14,2%. Essas estimativas indicam que o Brasil pode
manter posicdo de primeiro exportador mundial de carnes bovina e de frango (BRASIL,
2016).

A agropecuaria tem papel fundamental no desenvolvimento da economia de um pais.
Suas funcdes nesse processo vao desde o fornecimento de alimentos a precos baixos para a
populacdo até a geracdo de emprego, renda e mercado consumidor para bens industrializados.
No Brasil, onde as condi¢des naturais fornecem vantagens comparativas aos produtos da
agropecuadria, sua segunda funcédo é a geracdo de divisas para obtencdo de insumos e bens de
capitais necessarios ao desenvolvimento das atividades econdmicas (MAPA, 2014).

A pecuaria brasileira ocupa lugar de destaque no cenario internacional, além de ter um
grande potencial de crescimento. Nos Ultimos anos, o Brasil consolidou-se como um dos
grandes fornecedores de proteina animal para o0 mundo. A industria frigorifica nacional é um
dos setores mais promissores da economia agroexportadora do pais e, 0 complexo carne é
destaque na diferenciacdo e segmentacdo de mercados, sendo uma das areas do agronegocio
brasileiro com maior dindmica tecnoldgica e de conhecimento (MDIC, 2011).

O avango na pecudria bovina sustenta-se no melhoramento genético, na nutrigdo
animal e no manejo sanitario. Aliado a esses fatores, acrescenta-se a tecnologia aplicada a
pecudria, que esta cada dia mais presente no rebanho brasileiro através do desenvolvimento de
pesquisas e técnicas especificas aos sistemas produtivos, que impulsionam os indices de
produtividade e colaboram para uma pecuéria cada dia mais eficiente e sustentavel
(OLIVEIRA; ZANINE; SANTOS, 2007)

A maioria dos farmacos veterinarios foi inicialmente desenvolvida para potencial uso
em humanos, principalmente apos a década de 90 em que o mercado de medicamento da linha
pet aumentou consideravelmente. As empresas ja possuiam portfélio de medicamentos
humanos consagrados no mercado, percebendo a oportunidade de introduzir o mesmo
farmaco para uso veterinario tornando-se responsavel também por prover a salde e o0 bem-
estar de animais domeésticos. Assim a industria de salde animal tornou-se responsavel,
portanto, por manter a saude e a produtividade dos animais domésticos e diversos rebanhos
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em todo o mundo, bem como por assegurar a sanidade e a abundancia do alimento que
produzem (CAPANEMA et al., 2007; RATHBONE, 2000).

De acordo com o Sindicado Nacional de Produtos para a Satude Animal (SINDAN), o
mercado de medicamentos veterindrios estd dividido nos segmentos de bioldgicos,
antimicrobianos, ectoparasiticidas, endectocidas, terapéuticos, tonicos e fortificantes,
desinfetantes, dermatologicos, além de produtos como suplementos nutricionais e
embelezadores.

Dados da industria mundial de produtos de salde animal mostram a participacao
relativa dos diversos grupos de produtos no mercado, dentre eles os produtos de origem
bioldgicas que contribuem com 27%; os antiparasitarios com 22%; os antimicrobianos com
17%; os terapéuticos com 11%; os suplementos com 13%; outros produtos contribuem com
10% no mercado. Vale ressaltar que os antiparasitarios ficam atras somente dos produtos
bioldgicos, tendo em vista, a maior necessidade de vacinas para atender ao rebanho bovino,
do qual a vacina para a febre aftosa € o produto com vendas mais expressivas no pais
(SINDAN, 2014).

O mercado farmacéutico veterinario mundial atingiu US$ 22,5 bilhGes em 2012, com
crescimento médio de 8% ao ano, desde 2002. O crescimento da demanda mundial tem sido
liderado pelo segmento de animais de companhia, que atualmente representa 40% do
mercado, sendo o restante destinado a animais de producdo (FERNANDES et al., 2013). De
acordo com o Sindan (2014), os Estados Unidos e Brasil sdo, nessa ordem, os dois maiores
produtores de proteina animal e o0s maiores mercados veterinarios do mundo, com
participacOes de 40% e 8%, respectivamente.

O Brasil tem uma participacao ativa em ambito global, representando 8% do mercado
de satde animal. Segundo ainda o SINDAN, o mercado brasileiro de saide animal cresce,
desde 2008, uma meédia 11% ao ano e movimentou R$ 4 bilhdes em 2014. Apesar do maior
dinamismo do mercado de animais de companhia, que vem ganhando participacdo ao longo
dos anos, o0 segmento de animais de producdo ainda representa um percentual
significativamente superior do mercado, isso se deve ao aumento da demanda interna de
criacdo de gado e exportacdo de carne no pais (FERNANDES et al., 2013).

Quando se trata da distribuicdo de produtos, no mercado brasileiro, de acordo com a
espécie animal, os ruminantes disparam na frente, com mais de 55% do mercado nacional; em
seguida vem os produtos para aves, com 14,8%; para cdes e gatos, com 14,8%; suinos, com
12,6%; equinos, com 2,1%; e outras espécies representam 0,1% do mercado (FERNANDES
etal., 2013).

As perdas econdmicas causadas pelos parasitos que afetam o bem-estar do gado e a
produtividade no Brasil, foram estimadas em pelo menos $13,96 bilhdes (GRISI et al., 2014),
sendo a eficacia nos tratamentos um grande desafio para as cadeias produtivas de carne e
leite, causando grandes prejuizos por conta da queda da produtividade dos animais (GRISI et
al., 2002).

4.2. Delineamento Farmacéutico

O medicamento veterinario é fundamental para a promog¢do da saude e bem-estar
animal, para o controle de doengas com potencial de transmissdo ao homem, sendo
considerado também um fator de producdo principalmente nas espécies pecuarias, ja que sua
utilizacdo pode interferir diretamente no aumento ou diminuigdo na producdo agropecuaria.
Sendo, desta forma, seu uso é de importancia vital para uma producdo animal sustentavel
(BARBOSA, 2010).



No ambito nacional os produtos veterinarios sdo regulamentados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Internacionalmente os 6rgdos de maior
atuacdo séo o FDA, o EMA e a WHO.

A andlise de risco do medicamento de uso veterinario relaciona-se com o efeito na
espécie alvo e no ambiente, seguranca do manuseador e para animais de producdo a
persisténcia dos residuos existentes nos seus subprodutos (BARBOSA, 2010).

Na medicina veterinaria existe uma diversidade enorme de espécies com diferentes
tamanhos corporais, com barreiras de absorcdo de farmacos distintas e que geralmente
requerem terapias com uma longa duracédo de acdo e com poucas administracfes. Deste modo,
a utilizacdo de principios biofarmacéuticos e farmacocinéticos no delineamento de formas
farmacéuticas de liberacdo modificada € essencial para o desenvolvimento racional de
produtos veterinarios (AHMED, 2002).

Um dos grandes desafios ao desenvolvimento de medicamentos de uso veterinario se
da pelo fato de existirem caracteristicas distintas entre as diversas espécies que modificam as
propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolizacédo e eliminacdo (ADME) dos farmacos.
Estas diferengas podem ser exemplificadas na Tabela 1. Os tempos de meia-vida (T1/2), de
farmacos variam entre as diversas espécies (BARBOSA, 2010).

Tabela 1:Tempo de meia-vida (h) para seis farmacos em diferentes espécies (AHMED, 2002)

Bovino Equino Canino Felino Humano
Pentobarbital 0,8 15 45 49 22,3
Anfetamina 0,6 14 45 6,5 10-15
Salicilato 0,8 1,0 8,6 35 4-8
Sulfadimetoxina 9.0 11,3 13,2 10,2 40
Trimetoprim 0,8 3-2 3 - 10,6
Fenilbuttazona 4,3 3-6 25-6 - 72

Devido as diferencas de caracteristicas biofarmaceuticas entre as espécies o0
desenvolvimento de uma formulacdo para multiplas espécies € dificultado e deve ser
caracterizado em relacdo cada espécie-alvo respeitando os testes de bioequivaléncia entre
especies (MARTINEZ et al., 2002).

Suspensdes e solucgdes de liberacdo controladas sdo formulacGes em que o farmaco se
encontra dissolvido ou em suspensdo num veiculo oleoso e tendem a formar um depdsito no
local da injecdo. A velocidade de liberacdo deste depdsito pode ser modificada através da
adicdo de excipientes, da mudanca do veiculo oleoso e da variacao do processo de fabricacgéo.
A viscosidade da formulacdo pode ser alterada para aumentar e modular a liberacdo atraves
do uso de agentes suspensores (como ésteres do glicerol) ou espessantes (como cera branca de
abelha, monoestearato de aluminio) (BARBOSA, 2010).

O conceito de excipiente tem se modificado deixando de ser encarado como uma
substancia inerte para ser tratado como um adjuvante e auxiliar a eficacia do medicamento.
Possuindo fungdes como auxiliar ativo a promover sua atividade via liberagdo da forma
farmacéutica, garantir estabilidade da preparagdo pela conservagdo microbioldgica ou
guimica, melhorar as caracteristicas organolépticas, favorecer a adesdo ao tratamento entre
outras. Atualmente existem uma grande variedade de excipientes disponiveis no mercado, na
ultima edicdo do Handbook of Pharmaceutical Excipients, relaciona-se mais de 700
monografias, o grande nimero de excipientes existentes pode ser explicado pela variedade de
fungdes que estes desempenham e pelos avancos constantes da &rea farmacotécnica
(FERREIRA, 2010).

A industria farmacéutica veterinaria enfrenta alguns desafios comuns das empresas de
salde humana no desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos. No entanto a diversidade
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das especies e de racas, a grande diferenca de tamanhos corporais, as diferencas ambientais,
as diferencas no metabolismo e biologia, as diferencas sazonais e a economia tornam-se um
grande entrave no desenvolvimento de novas estratégias para as formulacGes veterinarias
(AHMED, 2002).

Deste modo, apesar das semelhancas em longas investigacdes nas industrias
farmacéuticas humana e veterindria a avaliacdo da seguranca e eficidcia do medicamento
humano é um processo bastante lento, que consiste em estudos pré-clinicos em modelos
animais, seguidos de diversas investigacdes. Em contraste, os ensaios clinicos de
medicamentos veterinarios sao facilitados pela capacidade de se estabelecer de forma mais
rpida a seguranca e a eficacia nas espécies-alvo, evitando a necessidade de ensaios pré-
clinicos. No entanto, as formulacbes veterinarias sdao geralmente mais complexas e mais
diversificadas. Raramente é reconhecido que os desafios de desenvolvimento de formulacdes
de produtos para uso veterinario compreendem uma maior proporcdo no custo global do que
0s produtos farmacéuticos de uso humano (AHMED, 2002).

Na industria dos animais de producdo é necessario comparar 0s custos do tratamento
com seus beneficios. O custo dos medicamentos tem que ser considerado de forma a permitir
uma gestdo rentavel logo, medicamentos de uma Unica dose proporcionardo beneficios
econdmicos (BARBOSA, 2010).

Os farmacos sao raramente administrados como substancias quimicas puras. Em geral
sdo utilizados na forma de formulagdes. Estas podem variar em sua composicdo com
adjuvantes que possuem diversas funcdes farmacéuticas como solubilizar, suspender,
espessar, conservar, emulsionar entre outras. O principal objetivo do delineamento de formas
farmacéuticas é obter uma resposta terapéutica previsivel em relagdo a um farmaco
incorporado em uma formulacdo. Para assegurar a qualidade do produto é necessario observar
aspectos como: estabilidade quimica e fisica, conservacdo apropriada contra contaminacgédo
microbiana, uniformidade de dose e aceitacdo por parte dos usuarios (AULTON, 2005).

A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) define estabilidade farmacéutica como a
capacidade do produto farmacéutico manter suas propriedades quimicas, fisicas,
microbioldgicas e biofarmacéuticas dentro dos limites especificados durante todo o seu prazo
de validade (WHO, 1996).

Em geral a estabilidade quimica do farmaco estd associada com a compatibilidade
entre os componentes da férmula assim como a embalagem primaria. De um modo geral 0s
farmacos sofrem decomposi¢cdo como resultado de vérios efeitos como calor, oxigénio, luz e
umidade (AULTON, 2005).

Antes de iniciar um delineamento farmacéutico caracteristicas quimicas do ativo,
assim como melhor via de administragdo, tempo total de eficacia, melhor esquema de
administracdo, embalagem adequada e adesdo ao tratamento devem ser detalhadamente
estudadas e planejadas.

4.3. Fipronil

O fipronil (FIP) é um inseticida pertencente a classe dos fenilpirazéis (TINGLE et al.,
2003). Foi descoberto pela Rhéne-Poulenc Ag Company em 1987, apresentado em 1993
(GUNASEKARA; TROUNG, 2007) registrado nos Estados Unidos em 1996 (WARE, 2000).
Apresenta alta efetividade contra gafanhotos, mosquitos, pulgas e carrapatos tanto nos
estagios larvais quanto no estagio adulto (RAVETON et al., 2007). Devido ao seu amplo
espectro de acdo possui recomendacfes de uso agricola, saneante, veterinario e domissanitario
(TINGLE et al., 2000).

O FIP é amplamente utilizado no controle de varios insetos domésticos e pragas
agricolas e formulado como isca, spray e granulado. No ambiente, sua dissipacdo exibe baixa
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a moderada persisténcia e pode ser explicada pela combinacdo de processos de fotolise,
hidrélise, sorcdo e volatilizacdo. Sdo cinco os produtos de degradacdo dependendo do modo
de dissipacdo: fipronil-sulfona, fipronil-sulfide, fipronil-desulfinil, fipronil-amida e fipronil-
detrifluorometilsulfinil (GUNASEKARA; TROUNG, 2007).

Quanto as suas propriedades fisico-quimicas, sua solubilidade em &gua é baixa a
moderada, preferindo matrizes lipofilicas (organicas) como lipideos, Oleos, proteinas e
solventes organicos. E estavel em temperatura ambiente, mas ndo é estavel na presenca de
ions metalicos e é degradado pela luz solar produzindo uma variedade de metabdlitos um dos
quais o fipronil-desulfinil que é extremamente estavel e mais tdxico que o composto de
origem (RAVETON et al., 2007).

Seu mecanismo de acdo esta envolvido com o bloqueio da transmissdo de sinal pela
inibi¢ao do neurotransmissor acido y-aminobutirico (GABA) presente no inseto (RAUGH, et
al., 1990). Ligam-se aos canais de cloreto inibindo o fluxo dos ions Cl- para o interior da
celula nervosa resultando na excitacéo excessiva do sistema nervoso, paralisia grave e morte
do inseto (AAJOUD; RAVANEL,; TISSUT, 2003; BOBE et al., 1998).

Os metabdlitos sulfeto, sulfona e desulfinil também atuam no receptor GABA e sdo
biologicamente ativos, enquanto que fipronil amida ndo tem nenhuma acgéo no sitio receptor
GABA e ndo é considerado um metabdlito ativo (RAVETON et al., 2007). Os produtos de
degradacdo do FIP sdo altamente toxicos para invertebrados. Fipronil-sulfona (SULF),
metabolito biolégico primario do FIP, apresenta atividade até vinte vezes maior sobre os
canais de cloreto de mamiferos quando comparado com dos insetos. E considerado seis vezes
mais potente que o FIP no bloqueio dos canais de cloro dos vertebrados, porém demonstra
toxicidade similar ao composto de origem em mamiferos (LACROIX et al., 2010). O fipronil-
desulfinil é extremamente estavel e mais toxico que FIP. Estudos metabdlicos mostram que ha
um potencial de bioacumulacdo do desulfinil em tecidos gordurosos (GUNASEKARA,;
TROUNG, 2007).

Alguns autores consideram que o FIP possui uma ampla margem de seguranca em
virtude da diferenca estrutural do receptor GABA dos invertebrados e dos vertebrados,
apresentando especificidade bem maior pelos canais dos insetos, sendo bem mais toxicos para
estes parasitos do que para os mamiferos (TINGLE et al., 2000). Isto justifica sua seguranca
em vertebrados e a aprovacdo do seu uso em cadelas e gatas gestantes ou em lactacdo e, em
filhotes a partir de dois dias de idade, na forma de spray (ANDRADE; SANTAREM, 2002).

Ensaios de toxicidade demonstraram que FIP é considerado moderadamente toxico por
ingestdo com DLsp oral de 97 mg/Kg em ratos e DLsp de 95 mg/Kg em camundongos. A
aplicacdo topica é pouco toxica com uma DLsy maior que 2000 mg/Kg em ratos e 354 mg/Kg
em coelhos devido a sua baixa penetrabilidade dérmica (GUNASEKARA; TROUNG, 2007;
TINGLE et al., 2000; USEPA, 1998). Pode causar leve irritacdo na pele e media irritacdo
ocular que geralmente desaparece em 24 horas. E moderadamente toxico por inalagio com
CLso de 0,390 a 0,682 mg/L em ratos. Sua toxicidade cronica foi avaliada a partir da
administracdo de FIP na dieta de ratos por 52 semanas. A menor dosagem a apresentar efeito
toxico foi de 0,059 mg/Kg/dia para machos e 0,078 mg/Kg/dia para fémeas. Dentre os efeitos
observados incluem aumento da incidéncia de convulsGes e morte, alteragdo proteica e
alteracOes nos niveis do hormonio tireoidiano (USEPA, 1998).

Um estudo relacionado com a toxicologia crénica, com duracdo de 13 semanas até um
ano de tratamento, do FIP oral em cées Beagle, empregou 0,05 mg/kg/dia, 2 mg/kg/dia e 10
mg/kg/dia, cada grupo composto por oito animais. Foi reportada morte de quatro dos oito
animais que receberam a dose mais elevada. Nenhum sinal de toxicidade foi observado na
dose mais baixa, na dose intermediaria dois animais exibiram reducdo no consumo de
alimento nas quatro primeiras semanas pos-tratamento. Os cées tratados com a dose mais
elevada, nas trés primeiras semanas poOs-tratamento apresentaram sinais de toxicidade, foram
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perda de apetite, postura curvada e inatividade. Mais sinais, sugestivos para toxicidade foram
relatados nesta dose durante as primeiras sete semanas, dentre eles, convulsdes, tremores no
corpo e balancar de cabeca. Os estudos hematoldgicos e de urinalise ndo mostraram alteracdes
(DELLARCO; ROWLAND; MAY, 2010; TINGLE et al., 2003).

Um dos problemas com a utilizacdo do FIP relaciona-se a seus residuos que podem ser
depositados nas células do tecido adiposo, acarretando, consequentemente, uma acumulacao
ao longo da cadeia trofica, promovendo um efeito ecotdéxico (GUNASEKARA; TROUNG,
2007; TINGLE et al., 2003). Dessa forma, o FIP pode causar alteragfes no sistema nervoso
dos organismos e atingir a outros érgdos e sistemas provocando efeitos carcinogénicos no
figado e na tiredide (HURLEY, 1998).

Ensaios de carcinogenicidade em ratos demonstraram que administracdo de FIP na
dieta em doses de 300 ppm por aproximadamente dois anos levaram a um aumento da
incidéncia de células foliculares tumorais benignas e malignas na glandula tiredide para
ambos os sexos. Baseado nesses estudos foi classificado no grupo carcinogénico C (possivel
carcinogénico humano) (USEPA, 1998).

O FIP foi associado a efeitos reprodutivos em 95,4% dos ratos alimentados
continuamente com 300 ppm de FIP na dieta com base em sinais clinicos de toxicidade,
reducdo do tamanho da ninhada, diminuicdo do peso corporal, diminuicdo da percentagem de
acasalamento dos animais, reducdo no indice de fertilidade, reducdo da pos- sobrevivéncia
implantacdo e sobrevivéncia descendentes pds-parto e atraso no desenvolvimento fisico
(USEPA, 1998).

Em medicina veterinaria, o FIP é usado no tratamento e controle de ectoparasitos em
cdes, gatos e em bovinos (TAYLOR, 2001). Para aplicacdo em bovinos estdo disponiveis
comercialmente trés formulagdes: duas na forma de pour-on (Topline® e Superhion®) com
indicacdo contra o carrapato R. (B.) microplus, mosca do chifre Haematobia irritans e berne
Dermatobia hominis e outra na forma de spray (Topline® Spray) com indicagcdo para o
tratamento preventivo e curativo de bicheiras (Cochliomyia hominivorax) (SINDAN, 2016).

A industria farmacéutica veterinaria produz medicamentos com a finalidade de manter
a salde e a produtividade de diversos rebanhos, bem como assegurar a sanidade e a
abundancia do alimento que estes animais produzem. Assim, em animais de producdo, a
utilizacdo de produtos veterinarios visa ndo somente a prevencdo de doencas, mas também o
aumento de produtividade do rebanho. Os produtos geralmente sdo adicionados na agua ou
racdo e as formulagdes possuem liberacdo lenta de seus principios ativos, evitando, desta
forma, gastos e estresse com o0 manejo constante dos animais. O uso da via parenteral
apresenta uma série de vantagens como maior biodisponibilidade, menor contaminacdo
ambiental e seguranca ao manipulador. Devido as grandes vantagens do uso de formas
injetaveis de liberac@o sustentada, retardada, repetida e prolongada em animais de producéo,
varios sistemas de liberacdo vém sendo estudados, como suspensdo em base 0Oleo, solucdes
em veiculo ndo aquoso ou de solubilidade ndo controlada, microparticulas injetaveis,
implantes sélidos, entre outros (SPINOSA; PALERMO-NETO; GORNIAK, 2014).
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5.MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento da formulacdo foram preparadas pré-formulagcdes e
submetidas os testes de estabilidade acelerada com analises por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo em ultravioleta (CLAE-UV) nos tempos zero (0), trés (3) e seis (6)
meses. Para realizar estas analises foi necessario desenvolver e validar um método
cromatografico determinando linearidade, precisdo, exatiddo e seletividade.

5.1.Padrbes e Reagentes

Os reagentes utilizados para o preparo das formulac6es foram adquiridos da Sigma-
Aldrish com grau PA.

O Fipronil matéria-prima (FIP-MP) foi gentilmente doado pela empresa Ouro Fino
Saude Animal LTDA e seu teor foi calculado previamente (110,7%) pela equipe do setor de
farmacometria do LQEPV frente a uma substancia quimica de referéncia (SQR) adquirida
comercialmente (Sigma-Pestanal).

Foram preparadas solucdes estoques de FIP-MP na concentracdo de 1 mg/mL. A partir
desta foram preparadas diluicdes nas concentrac@es 1, 10, 50, 100 e 150 pg/mL utilizando
acetonitrila como diluente. As amostras foram preparadas diluindo as formulagdes em
acetonitrila até concentracdo de 10 e 20ug/mL para as formulacdes de 5 e 10%
respectivamente. O mesmo preparo foi realizado com os placebos para o teste de seletividade.

5.2.Desenvolvimento de Metodologia Analitica

A validagcdo do método foi realizada com base na resolu¢do RE n°899, de 29 de maio
de 2003 (Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos), da ANVISA levando
em consideracdo os pardmetros de linearidade, precisdo, exatiddo e seletividade. As analises
de teor foram realizadas por CLAE com as seguintes condi¢des cromatograficas: coluna de
fase reversa Nucleosil C18 de 150X46mm - 5um — 100A, fase movel acetonitrila, 4gua na
proporcdo 60:40 com fluxo de 1,4mL/min e deteccdo por UV a 220nm. Estes parametros
foram determinados em trabalho anterior pela equipe do setor de Farmacometria.

5.3.Desenvolvimento de Formulagoes

Para o preparo das formulages foi utilizado como base os excipientes da formulacéo
comercial injetavel de ivermectina, uma mistura de gliceroformal e propilenoglicol. Visando
aumentar a solubilidade do ativo e desta forma incorporar uma maior quantidade de fipronil
na formulacdo foi utilizado N-metilpirrolidona como diluente substituindo o gliceroformal.
Desa forma, as formulagOes preparadas possuem variacGes na quantidade de gliceroformol,
propilenoglicol, N-metilpirrolidona e fipronil.

Todas as formulagdes foram envasadas em ampolas de vidro e seladas com tampa de
borracha e anel de metal.

Uma vez preparadas as formulacGes foram submetidas ao teste de estabilidade
acelerada conforme preconizado pela Instrugdo Normativa n® 15, 09 de maio de 2005 do
MAPA. Para este teste, as formulagbes foram armazenadas em camara climatica a
temperatura 40° C £+ 2° C/75 % + 5 % de umidade relativa, por um periodo de seis meses e

13



analisadas nos tempos zero (0), trés (3) e seis (6) meses. As formulacdes que apresentaram
variagdo dos resultados menores ou iguais a 5% ao final de seis meses foram consideradas
estaveis por 2 anos. Durantes os testes foram analisados a aparéncia, presenca de particulas
em suspensdo a vista desarmada, pH, teor e volume final da formulagéo.

5.4.Selecéo da Formulacgéo

Foram aprovadas no teste de estabilidade as formulagbes que cumpriram com oS
requisitos da IN15/05 do MAPA. Estas serdo selecionadas para o teste in vivo com um
ndmero reduzido de animais.
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6.RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.Desenvolvimento da Metodologia Analitica

A metodologia foi validada avaliando-se a seletividade, linearidade, preciséo,
exatiddo. O método se mostrou linear no intervalo de 1 a 150ug/mL. A precisdo e a exatiddo
media foram de 1,32% e 104% respectivamente. A equacdo da linearidade média foi
y=0,3633x + 0,3039 com um coeficiente de correlacdo (r?) de 0,9993, demonstrando a
linearidade do método. Nédo foi observada a presenca de um pico interferente no tempo de
retencdo do FIP (Figura 1) demonstrando ser um método seletivo e capaz de analisar os teores
de FIP das formulagdes preparadas com confiabilidade dos resultados.

#23 [modified by LQEPY] Placebo 2 uv_vis_1
? £37 [modified by LQEPY] Formulagéo 10 UV_VIS

T T T T T T T T
0.0 1.0 20 30 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

Figura 1: Cromatograma do Teste de Seletividade. 1- Placebo, 2- Formulagéo 10

6.2.Desenvolvimento da Formulacéo

Foram preparadas 13 formulacGes (Tabela 2). Estas foram analisadas quanto a sua
estabilidade fisico-quimica por 48 horas a temperatura ambiente e 48 horas em geladeira (8 a
10°C). As formulagBes que ndo apresentaram modificacdes visiveis a olho nu foram
encaminhadas para o estudo de estabilidade acelerada.

As formulagdes dois (2), seis (6), sete (7), oito (8), nove (9), 12 e 13 ndo apresentaram
estabilidade nas primeiras 48 horas e por este motivo ndo foram utilizadas na estabilidade
acelerada.

As demais formulacbes foram submetidas ao teste de estabilidade acelerada. Os
resultados encontrados demonstram que as formulagdes trés (3), quatro (4), cinco (5), 10 e 11
foram estaveis (Tabela 3). A formulacdo um (1) foi estavel, porém em estudos anteriormente
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desenvolvidos no laboratério demonstrou valores de eficacia inferiores ao preconizado
(inferior a 90%) para o controle de carrapatos bovinos e por este motivo foi utilizado apenas
como meio de comparacdo as demais formulacdes.

Tabela 2:Composicdo das formulacdes injetaveis de fipronil

Formulagdes Composicdo
Fipronil Gliceroformol Propilenoglicol N-metilpirrolidona

1 5% 70% g.S.p.

2 5% g.s.p. 10%
3 5% g.S.p. 20%
4 5% g.S.p. 30%
5 5% g.s.p. 40%
6 5% g.s.p.
7 5% g.s.p.

8 10% 70% g.s.p.

9 10% g.s.p. 10%
10 10% g.s.p. 20%
11 10% g.s.p. 30%
12 10% g.s.p. 40%
13 10% g.s.p.

g.s.p. — quantidade suficiente para

Tabela 3:Resultados do teste de estabilidade acelerada das formulagdes de fipronil

x Resultado . «
Formulagéo Testes To T3 T6 Média DP DPR Conclusao
Aparéncia Sol. limpida amarelada
Particulas Ausente Nao
F1 pH 5,83 5,60 5,50 5,64 0,17 3,0 Estavel
Conc (%) 6,10 5,22 5,00 5,44 0,58 10,7
Volume 5mL
Aparéncia Sol. limpida amarelada
Particulas Ausente
F3 pH 5,90 6,00 5,61 5,84 0,20 35 Estavel
Conc (%) 4,89 4,67 3,53 4,69 0,19 4,0
Volume 5mL
Aparéncia Sol. limpida amarelada
Particulas Ausente
F4 pH 5,90 5,70 5,34 5,65 0,28 5,0 Estavel
Conc (%) 4,69 4,63 4,72 4,68 0,05 1,0
Volume 5mL
Aparéncia Sol. limpida amarelada
Particulas Ausente
F5 pH 5,90 6,10 5,69 5,90 0,21 35 Estavel
Conc (%) 4,63 4,90 4,82 4,78 0,14 2,8
Volume 5mL
Aparéncia Sol. limpida amarelada
Particulas Ausente
F10 pH 5,00 5,00 491 4,97 0,05 1,0 Estavel
Conc (%) 9,08 9,30 9,31 9,23 0,13 1,4
Volume 5mL
Aparéncia Sol. limpida amarelada
F11 .
Particulas Ausente
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pH 5,40 5,00 4,98 5,13 0,24 4,6 Estavel
Conc (%) 9,04 9,13 8,87 9,02 0,13 1,5
Volume 5mL

TO, T3, T6= resultados dos testes nos tempos imediatamente ap6s o preparo da formulagdo, trés meses e 6 meses
apos inicio do teste de estabilidade acelerada respectivamente; DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrdo relativo
* média aritmética

6.3.Selecéo da Formulacgéo para Estudos in vivo

Nas formulacbes um (1) e oito (8) o FIP foi solubilizado em 70% de gliceroformol e
propilenoglicol g.s.p. nas concentragOes de 5 e 10% respectivamente. Esta mistura ndo foi
capaz de solubilizar o FIP a 10% na formulacéo oito (8). Para aumentar a solubilizacdo do FIP
foi utilizada a NMP ao invés do gliceroformol matendo-se o propilenoglicol como co-solvente
e tensoativo sendo utilizado em @.s.p.

Né&o foi possivel solubilizar perfeitamente o FIP em 10% de NMP e desta forma as
formulacGes dois (2) e nove (9) precipitaram em apenas 48 horas. Assim como somente 0
gliceroformol, sem a adicdo do propilenoglicol ndo foi capaz de solubilizar o FIP na
formulacdo sete (7) e apenas a NMP também ndo foi capaz de solubilizar o FIP nas
formulacdes seis (6) e 13.

As formulagdes quatro (4), 10 e 11 sofreram menores alteracfes em seus teores e por
este motivo foram selecionadas para o teste in vivo. Por motivos comparativos a formulagéo
trés (3), estavel ao fim do teste, também foi incluida.

Um estudo demonstrou que o gliceroformol é um solvente organico inerte sem efeito
toxico na dose na dose de 1500mg/kg quando administrado em ratos via intraperitoneal ou na
dose de 4g/kg via oral, podendo ser utilizado como solvente para testes de toxicidade
(SANDERSON, 1959). Devido as suas caracteristicas de baixa toxicidade tem sido
amplamente utilizado como solvente ndao aquoso em formulagbes parenterais veterinarias
(PIVNICHNY, 1984).

O propilenoglicol é amplamente utilizado como solvente, tensoativo e preservante em
formulacBes parenterais e ndo parenterais. E um solvente melhor que a glicerina para
solubilizar corticoides, fenois, sulfas, barbituricos, vitaminas (A e D), alcaléides e alguns
anestésicos locais. Em formulagdes parenterais tem seu uso indicado como solventes na faixa
de 10 a 60% (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Apesar destas caracteristicas a mistura gliceroformol/proprilenoglicol ndo foi eficiente
para solubilizar e FIP em maiores doses.

As pirrolidonas e N-metilpirrolidonas sdo rotineiramente utilizadas como solventes em
formulacdes injetaveis veterinarias. Estes excipientes tem melhor poder de solubilizacdo do
que a glicerina, o propilenoglicol e o etanol. Seu uso em formulacGes parenterais, orais e
topicas humanas também é sugerido. Seu uso em formulagdes de liberagdo controlada tem
sido investigado pela sua capacidade de fazer depdsitos em algumas formulacGes
(JOUYBAN; FAKHREE; SHAYANFAR, 2010). As pirrolidonas sdo quimicamente estaveis
por aproximadamente um ano se conservadas em frascos fechados, protegido da luz e em
temperaturas inferiores a 20°C (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Estas caracteristicas
auxiliaram na estabilidade das formulagBes preparadas. Porém nenhum dos exicipentes
mencionados isoladamente foi capaz solubilizar o FIP. Os mecanismos de solubilizacdo da
NMP sdo ambiguos e a teoria mais recente é que este solvente atuard como co-solvente e
agente complexante simultaneamente. Por ser um reagente biodegradavel seu uso € mais
aceito na quimica verde aumentando ainda mais sua indicacdo. Apesar de ser considerado um
excipiente seguro possui potencial mutagénico e teratogénico e seu uso ndo é totalmente
indicado em gestantes, devendo sua seguranca ser melhor avaliada com novos estudos
(JOUYBAN; FAKHREE; SHAYANFAR, 2010).
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Altas quantidades de NMP também tornam as formulagdes instaveis durante o teste de
estabilidade acelerada. Conforme descrito anteriormente € de se esperar a estabilidade por
aproximadamente um ano para a NMP quando conservadas ao abrigo da luz e temperaturas
menores que 20°C. Estas condigdes sdo bem diferentes do teste de estabilidade acelerada o
que explica a falta de estabilidade com 0 aumento da concentracdo da NMP e FIP (formulacéo
12) sugerindo uma possivel reacdo de degradagdo. Este excipiente pode desempenhar papéis
importantes em reagdes quimicas, tais como a hidrdlise, oxidacdo, condensacdo, ,
polimerizagéo e O-alquilagdo (JOUYBAN; FAKHREE; SHAYANFAR, 2010).

Em um estudo anterior o FIP a 5% foi veiculado em gliceroformal/propilenoglicol
para a construcdo do perfil plasmético e teste de eficicia contra R.b.microplus e apesar de
atingir a corrente sanguinea o FIP ndo foi capaz de alcancar os niveis de eficacia preconizados
pela normativa do MAPA (CID et al., 2016), por este motivo foram desejadas formulagcdes
com 10% de FIP a fim de aumentar a dose e consequentemente melhorar a eficacia do
produto desenvolvido.

As formulagbes 3, 4, 10 e 11 possuem 20 e 30% de NMP e se apresentaram estaveis
desta forma os testes iniciais de perfil plasmatico foram realizados com as formulacGes
contendo 5 e 10% de FIP e 20 e 30% NMP, sendo elas F3 e F4 as duas com 5% de FIP e 20 e
30% de NMP respectivamente e F10 e F11 com 10% de FIP e 20 e 30% de NMP
respectivamente.
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7.CONCLUSAO

Conforme determinado pela normativa do MAPA as formulacbes com variacfes
menores de 5% ao fim de 6 meses do teste de estabilidade acelerada possuem validades de 2
anos. Desta forma, as formulacdes trés (3), quatro (4), cinco (5), 10 e 11 sdo estaveis por dois
anos e as formulagdes trés (3), quatro (4), 10 e 11 serdo utilizadas para os estudos in vivo e
obtencdo dos parametros farmacocinético e de eficécia parasiticida.
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CAPITULO 11

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA BIOANALITICA PARA
QUANTIFICACAO DE FIPRONIL EM PLASMA BOVINO
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1.RESUMO

O fipronil é muito utilizado na medicina veterinaria para o controle de ectoparasitos em cées,
gatos e em bovinos. A forma farmacéutica influencia diretamente na biodisponibilidade do
farmaco, logo na sua eficacia. Por consequéncia, estudos de curva de concentracdo plasmatica
de farmacos a partir da forma farmacéutica sdo cruciais na avaliagdo do desempenho de novas
formulac@es. Para a obtencdo de uma descri¢do exata da curva de concentracdo plasmatica de
um farmaco é crucial a utilizagdo de um método analitico validado. A anélise de matrizes
complexas como o plasma animal requer etapas de extracdo e eliminacdo de impurezas além
da medida da concentracdo do analito de interesse em um instrumento. Diversas técnicas de
preparo de amostras estdo disponiveis cada qual com suas caracteristicas. O presente trabalho
teve por objetivo comparar duas técnicas de preparo de amostra de fipronil em plasma bovino,
desenvolver a melhor técnica e validar os resultados encontrados. Para realizar este trabalho
foi comparada a técnica de extracdo online com uso de uma coluna de meio de acesso restrito
e a extracdo offline com o preparo de amostra utilizando a extracdo em fase solida. Nos dois
casos a leitura das amostras foi realizada via cromatografia liquida de alta definicdo com
deteccdo por ultravioleta. Os resultados para o método online ndo foram satisfatorios e ndo
puderam ser validados. Além disso o aumento de pressdo gerado no sistema tornou inviavel
sua utilizacdo. Para o método offline foi possivel desenvolver e validar uma metodologia
seletiva, linear com intervalo de 5 a 500ng/mL para o fipronil e 10 a 500ng/mL para o fipronil
sulfona, como valores médios de precisdo de 13,7 e 10,9 para fipronil e fipronil sulfona
respectivamente e exatiddo media de 7,2 e 55% para fipronil e fipronil sulfona
respectivamente.

Palavras-chave: Fipronil. EFS. Bioanalitico
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2. ABSTRACT

Fipronil is widely used in veterinary medicine to control ectoparasites in dogs, cats and cattle.
The pharmaceutical form directly influences the bioavailability of the drug, then in its
effectiveness. Consequently, the study of drug plasma concentration curve from the dosage
form is crucial to evaluate the performance of the new formulations. To do it is essential a
validated bioanalytical method. The analysis of complex matrices such as animal plasma
requires steps of extraction and elimination of impurities follow of measure the concentration
of the analyte of interest. Several sample preparation techniques are available each with its
own characteristics. The aim of this study is compare two techniques of sample preparation to
quantify fipronil in bovine plasma, develop the best technical and validate the results found.
To carry out this work was compared to online extraction technique with use of a RAM
column and the “offline” extraction with sample preparation using the solid phase extraction.
Both technics use HPLC-UV to identify and quantify the fipronil and fipronil sulfone. Results
for the online method were not satisfactory and could not be validated. Additionally, the
increase in backpressure systems made it impossible to use. For the offline method was
possible to develop and validate a selective methodology with linear range of 5 to 500ng/mL
for fipronil and 10 to 500ng/mL for fipronil sulfone, precision of 13.7 and 10.9 for fipronil e
fipronil sulfone respectively and accuracy of 7.2 and 5.5% for fipronil e fipronil sulfone
respectively.

Keywords: Fipronil. SPE. Bioanalytical
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3.INTRODUCAO

O fipronil € um fenilpirazol amplamente utilizado no controle de vérios artropodes
domeésticos e pragas agricolas. Em medicina veterinaria € usado no tratamento e controle de
ectoparasitos em cées, gatos e em bovinos. A eficdcia clinica de um determinado farmaco
depende da liberacdo do mesmo a partir da forma farmacéutica, ou seja, a formulacao
influencia diretamente na biodisponibilidade do farmaco. Por consequéncia, estudos de curva
de concentracdo plasmatica de farmacos a partir da forma farmacéutica sdo cruciais na
avaliacdo do desempenho de novas formulagoes.

Para a obtencdo de uma descri¢do exata da curva de concentracdo plasmatica de um
farmaco é crucial a utilizacdo de um método analitico validado. Devido seu uso extensivo
como praguicida na agricultura, um grande numero de trabalhos descreve a determinacéo do
fipronil em amostras de &gua, solo e alimentos, no entanto, encontra-se um nimero reduzido
de trabalhos descrevendo sua determinacdo em amostras de plasma animal.

A andlise de matrizes complexas como o plasma animal requer etapas de extracdo e
eliminacdo de impurezas além da medida da concentracdo do analito de interesse em um
instrumento. Diversas técnicas de preparo de amostras estdo disponiveis cada qual com suas
caracteristicas. Apds escolha e desenvolvimento da metodologia de extracdo e analise do
fipronil os resultados devem ser validados. A validacdo é o processo que tem por objetivo
garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicacOes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

O presente trabalho teve por objetivo comparar duas técnicas de preparo de amostra de
fipronil em plasma bovino, desenvolver a melhor técnica e validar os resultados encontrados
para tornar possivel a construcdo da curva de concentragdo plasmatica de novas formulagdes
injetaveis de fipronil para tratamento de parasitoses em bovinos.
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4.REVISAO DE LITERATURA

4.1.Fipronil
O fipronil (Figura 2), é um fenilpirazol amplamente utilizado no controle de varios

artropodes domésticos e pragas agricolas (GUNASEKARA; TROUNG, 2007).

Cl CF;
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\%NHQ
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0

Figura 2: Estrutura quimica do Fipronil

A eficécia clinica de um determinado farmaco depende da liberacdo do mesmo a partir
da forma farmacéutica, ou seja, a formulacao influencia diretamente na biodisponibilidade do
farmaco (GOODMAN; GILMAN, 2006). Por consequéncia, estudos de curva de
concentracdo plasmatica de farmacos a partir da forma farmacéutica séo cruciais na avaliacéo
do desempenho de novas formulagdes (AULTON, 2005). Para a obtencdo de uma descri¢édo
exata da curva de concentracdo plasmatica de um farmaco é crucial a utilizacdo de um método
analitico validado (STORPIRTIS; MARCOLONGO, 2004).

Devido seu uso extensivo como pesticida na agricultura, um grande numero de
trabalhos descreve a determinacdo do FIP em amostras de dgua, solo e alimentos. O FIP ja foi
detectado em amostras de solo e &gua por cromatografia gasosa(CG) com deteccdo por
espectrometria de massa (MS) (RAVETON et al., 2007; VILCHEZ et al., 2001),
cromatografia liquida (CL) com detec¢do por ultravioleta (UV) (HADJMOHAMMADI,
NIKOU; KAMEL, 2006) e CG com deteccdo por captura de elétrons (DCE) (BRENNAN;
YOU; LYDY, 2009). Sua determinagdo em amostras de abelhas, mel e pdlen tambem ja foi
amplamente descrita por CG com deteccdo por nitrogénio-fosforo (DNF) (MORZYCKA,
2002), CL com detecgdo por espectrometria de massa sequencial (MSMS) (KADAR,;
FAUCON, 2006), CG - DCEMS (JIMENEZ et al., 2008; SANCHEZ-BRUNETE et al.,
2008) e CL-UV (TOMASINI et al., 2011). Metodologias para determinacdo de FIP em
amostras de leite por CG-MSMS (LE FAOUDER et al., 2007) e amostras de tecido animal
por CG-DCE (HAINZL; COLE; CASIDA, 1998) também ja foram descritas. No entanto,
encontra-se um numero reduzido de trabalhos descrevendo a determinacdo de FIP em
amostras de plasma animal por CG-MS/MS (BICHON; RICHARD; BIZEC, 2008) e CL-UV-
MS (LACROIX et al., 2010).

4.2.Técnicas de Preparo de Amostra offline

A anélise de matrizes complexas como o plasma animal requer etapas de extracdo e
eliminacdo de impurezas aléem da medida da concentracdo do analito de interesse em um
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instrumento (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). O pré-tratamento de amostras
bioldgicas, que abrange as etapas de extragdo, pré-concentracdo e purificacdo, tem sido
requerido nas analises cromatograficas de farmacos, para eliminar interferentes (compostos
enddgenos ou outros farmacos administrados concomitantemente com os analitos) e aumentar
a sensibilidade e seletividade analitica (QUEIROZ; LANCAS, 2005).

Dentre as técnicas mais comumente utilizadas para extracdo e/ou pré-concentracéo de
compostos presentes no fluido bioldgico estdo: Extracdo Liquido-Liquido (ELL), Extracdo em
Fase Solida (EFS), Micro Extracdo em Fase Solida (MEFS), Dispersdo de Matriz em Fase
Solida (DMFS) e Extracdo com Fluido Supercritico (EFSC).

A técnica de ELL é considerada uma técnica cléassica de preparacdo de amostra e tem
sido ainda muito utilizada em analises de diversos tipos de substancias presentes em fluidos
bioldgicos, pois extratos bastante limpos podem ser obtidos com alta seletividade para alguns
analitos (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). Na ELL ocorre a particdo da amostra entre
duas fases imisciveis (organica e aquosa). A eficiéncia da extracdo depende da afinidade do
soluto pelo solvente de extracdo, da razdo das fases e do nimero de extracbes. A ELL
apresenta as vantagens de ser simples e poder utilizar um grande nimero de solventes puros e
disponiveis comercialmente, os quais fornecem uma ampla faixa de solubilidade e
seletividade (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

No entanto, esta técnica apresenta algumas desvantagens, como: amostras com grande
afinidade pela agua séo parcialmente extraidas pelo solvente orgénico, resultando em perda do
analito. Grande volume de solvente utilizado gerando problemas de descartes. E um processo
suscetivel a erros e de dificil automacdo(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

A EFS é uma técnica de separacdo liquido-sélido baseada nos mecanismos de
separacdo da cromatografia liquida classica. E uma técnica que apresenta vantagens quando
comparada aos métodos classicos como ELL e Soxhlet no que diz respeito ao gasto de
solvente e tempo. Pode ser utilizada tanto para o isolamento do analito quanto para o
isolamento da matriz. Quando se deseja isolar o analito, utiliza-se fase estacionaria que tenha
capacidade de reter o analito que sera posteriormente eluido com solvente que tenha forca
eluotropica suficiente para carrea-lo. Para melhores resultados em EFS é necessario trabalhar
com algumas etapas esséncias. Primeiramente o condicionamento do cartucho que consiste na
passagem de solvente apropriado para ativacdo da fase estacionaria. Posteriormente, segue-se
a etapa de adicdo da amostra que deve ser feita de forma quantitativa em fluxo lento para
melhores resultados de recuperacdo. Em seguida, realiza-se a etapa de remocgdo dos
interferentes também chamada de lavagem que deve ser feita com solvente que ndo remova o
analito. E finalmente a eluicdo do analito que deve ser feita com solvente de maior forca de
eluicéo preferencialmente com pequenos volumes para evitar a diluicdo do analito (LANCAS,
2004).

Os mecanismos de separacdo disponiveis para EFS sdo os mesmos encontrados na
cromatografia liquida, adsorcdo, particdo (normal e reversa), troca idnica e exclusdo por
tamanho. Existe uma grande variedade de fases sélidas disponiveis no mercado. Dentre elas
estdo as fases polares como silica gel, alumina e florisil; as apolares como octadecil (C18),
octil (C8), ciclohexil, fenil e ciano; e ibnicas como &cido carboxilico, acido sulfénico, amino
(NH3) e amina quaternaria. Mais recentemente foram desenvolvidas as fases especiais como
as de reconhecimento molecular, as fases mistas e as fases poliméricas. As primeiras sao
indicadas para separagdo e isolamento de metais. As fases mistas utilizam duas ou mais fases
com mecanismos distintos como, por exemplo, C18 e NH,, levando a melhores resultados de
recuperacdo em andlises de multiresiduos. J& as fases polimeéricas sdo baseadas em poli-
estireno-divinilbenzeno e apresentam vantagens em relagdo as colunas de silica de fase ligada
ja que possuem maior seletividade, possibilidade de utilizacdo em toda a faixa de pH e com
todos os solventes, a recuperacdo ndo é afetada pelo tempo de secagem entre as etapas da
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extracdo, resultando em melhores resultados de precisdo e recuperacdo. O formato mais
popular em EFS é o cartucho, mas outros formatos como discos, fibras e placas também séo
empregados (LANCAS, 2004).

A MEFS foi desenvolvida para contornar problemas da EFS relacionados a dessor¢éo
do analito da fase sélida e variabilidade na qualidade do adsorvente de um fabricante para o
outro. Baseia-se na sorcao dos analitos por uma fibra de silica modificada quimicamente, com
posterior dessorcao térmica dos analitos em um cromatografo a gas. O mecanismo de extracao
ocorre a partir do equilibrio entre a fase aquosa e a fase organica estacionaria. Seu modo de
operacdo consiste na introducdo de um dispositivo que contém a fibra na solucdo a ser
analisada, seguida da exposicdo da fibra & solu¢do por tempo determinado pelo método. A
fibra é entdo recolhida e o dispositivo removido da amostra. O dispositivo é colocado no
interior do cromatografo gasoso e a fibra € exposta para ocorrer dessorcdo térmica
transferindo os analitos para a coluna cromatografica. Apesar de ser considerada uma técnica
relativamente simples do ponto de vista instrumental, apresenta limitacfes de aplicacdes ja
que tem uso restrito para amostras em agua em determinacdes apenas por cromatografia
gasosa (CG). Além disso, é considerada por alguns pesquisadores e agéncias reguladoras
como técnica semi-quantitativa o que a limita para ser usada como técnica em métodos
oficiais (LANCAS, 2004).

A DMFS utiliza um suporte sélido contendo uma fase quimicamente ligada onde a
amostra sofre dispersdo formando uma fase mista proporcionando isolamento dos analitos
presentes na matriz. O suporte age como abrasivo promovendo rompimento da arquitetura
geral da amostra. No caso de uso de fases lipofilicas como C18, esta age como solvente e
ajuda na ruptura das membranas celulares. Além disso, a mistura pode ser empacotada em
coluna e ser eluida com solvente. Em DMFS o processo de extracdo acontece em duas etapas:
o preparo do cartucho e eluicdo dos analitos. Para o preparo do cartucho, primeiramente a fase
solida e a amostra sdo trituradas até formacdo de uma pasta homogénea. Assim, forma-se um
sistema contendo a amostra distribuida uniformemente sobre a superficie da fase solida. Dai
entdo a coluna é empacotada com a mistura e procede-se a eluicdo. As fases sélidas utilizadas
em DMFS sdo as mesmas utilizadas em EFS e apresentam o mecanismo de extracao
semelhante. A proporcdo Otima para preparo da mistura amostra/ suporte soélido é de 4:1
(m/m). A DMFS tem grande aplicacdo na extracdo de analitos de amostras solidas e semi-
solidas como tecidos bioldgicos (LANCAS, 2004).

A EFSC consiste em uma técnica analitica que emprega como solvente extrator um
fluido no estado supercritico A instrumentacdo basica empregada em EFSC é simples.
Consiste em um sistema de pressurizacgao para elevar a pressdo do fluido a valores acima do
critico; um forno capaz de atingir e manter a temperatura desejada na cela de extragdo; um
sistema de restricdo para garantir a pressdo desejada e controle da vazdo do fluido de
extracdo; e um sistema para coletar o extrato. Uma das principais vantagens é decorrente do
uso do dioxido de carbono como agente extrator, que possui propriedades como ser atoxico
nas condi¢des de uso, ndo inflamavel, facil de ser obtido e purificado, baixo custo, facil de ser
eliminado ou reaproveitado, permitir a concentracdo do analito durante a etapa de extracdo, e
permitir analises rapidas. Dentre as limitagdes do uso da EFSC estdo o elevado custo dos
equipamentos disponiveis comercialmente e a dificuldade de extracdo de analitos de
polaridade intermediéria e elevada (QUEIROZ et al., 2003).

Os métodos descritos na literatura para analise de FIP em matrizes variadas utilizam
mais comumente como métodos de extracdo a ELL (HADJIMOHAMMADI; NIKOU;
KAMEL, 2006; RAVETON et al., 2007) e a EFS em diferentes fases estacionarias (BICHON;
RICHARD; BIZEC, 2008; HAINZL; COLE; CASIDA, 1998; JIMENEZ et al., 2008;
KADAR; FAUCON, 2006; LACROIX et al., 2010; LE FAOUDER et al., 2007). No entanto,
MEFS (VILCHEZ et al., 2001), Cromatografia de gel permeacgio (CGP) (BRENNAN; YOU;
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LYDY, 2009) e DMFS (JIMENEZ et al., 2008; MORZYCKA, 2002; SANCHEZ-BRUNETE
et al., 2008) também ja foram utilizadas.

Como se pode observar, a escolha do método de extracdo depende das caracteristicas
da matriz e do analito de interesse, e do método analitico utilizado. Levando isso em
consideracdo, em analises por cromatografia liquida (CL) de matrizes como o plasma, as
técnicas mais indicadas seriam a ELL e EFS, j& que a DMFS é indicada para amostras solidas
e a MEFS ¢ indicada para analitos em agua com analise estritamente por CG.

4.3.Técnicas de Preparo de Amostras online

Os métodos de extracdo citados anteriormente séo realizados com manipulacéo direta
do analista, 0 que pode levar a contaminacGes e perda de amostra. As separacGes com
acoplamento de colunas, consideradas como um tipo de separacdo multidimensional e
também chamadas de cromatografia em duas dimensdes, inerentemente compatibilizam o
preparo de amostras com a andlise cromatografica. Nesse tipo de abordagem a primeira
coluna extrai e, entdo, o sistema direciona a fracdo da amostra contendo os analitos para a
separacgdo na segunda dimenséo. Essa abordagem é confidvel, robusta e mais barata que outras
alternativas de automacdo (SANTOS NETO et al., 2006).

Enqguanto a automatizacdo de outras técnicas de preparo de amostras exige a
robotizacdo de diversas atividades, o sistema de cromatografia 2D pode ser automatizado
simplesmente pela adicdo de uma valvula seletora de colunas a um cromatégrafo liquido
contendo um amostrador automatico. Geralmente os sorbentes usados em cromatografia 2D
apresentam algum tipo de seletividade e compatibilidade com a injecdo direta de fluidos
bioldgicos permitindo, assim, que as pré-colunas sejam utilizadas repetidas vezes
(BUHRMAN; PRICE; RUDEWICZ, 1996).

Em cromatografia 2D, o sistema é integrado, e a amostra € injetada diretamente no
cromatdgrafo, para extracao e separacdo do analito desejado. Com uso de duas bombas e uma
valvula seletora, o sentido do fluxo pode ser controlado. Esse sistema trabalha com duas
colunas, uma extratora e outra analitica. O uso de duas bombas e uma valvula seletora faz
com que possa existir mais de um modo de operacao.

A Figura 3 ilustra os modos de operacéo do sistema de cromatografia 2D. No primeiro
modo, a bomba A impulsiona agua através do amostrador e coluna extratora, quando a
valvula é mantida na posicdo A. Ao mesmo tempo uma fase mével adequada de eluicdo e
separacdo € impulsionada pela bomba B, condicionando a coluna analitica e o detector.
Enguanto a valvula é mantida na posicdo “A”, a injecdo de amostra é realizada e as
macromoléculas hidrofilicas do plasma sdo excluidos através da coluna extratora. Depois de
um tempo adequado, a véalvula seletora é girada para a posicdo B, e a fase movel
impulsionada pela bomba B é direcionada pelo sentido inverso da coluna extratora. Nesse
momento, os analitos sdo eluidos da coluna extratora em direcdo a coluna analitica, através da
qual sdo separados, atingindo o detector. Este modo é também conhecido como blackflush,
pois elui o analito com o fluxo em sentido contrario ao da limpeza da amostra.

No segundo modo, a valvula seletora é usada para selecionar o solvente dispensado
pela bomba A. Durante esta etapa, agua é selecionada para a bomba A, enquanto a bomba B
impulsiona fase mdvel com a mesma composicao daquela utilizada para elui¢do e separacdo
dos analitos, de maneira a condicionar a coluna analitica e detector. Apds a injecéo e exclusédo
das macromoléculas, a valvula seletora de solventes passa a direcionar o conteudo da linha B
através da bomba A e a valvula seletora de coluna gira para a posi¢do B. Assim a fase movel
de eluicdo e separacdo € impulsionada através da coluna extratora, no mesmo sentido que a
fase movel anterior, eluindo os analitos e separando através da coluna analitica. Depois da
eluicdo, a valvula seletora volta para a posicao inicial e é feita a limpeza da coluna extratora.
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Depois ela é recondicionada. Este modo é também chamado foreflush, pois elui o analito com
fluxo no mesmo sentido da limpeza da amostra.

Posi¢do A Bomba A
Bombu A ---- Posi¢do B (linhas A-C)
(linhas A-C)
(A) f (B) i
Amostrador
i ATTONENIOE 1 )| Automético
Descarte (1 Automatico :

fd Coluna RAM
\\.//

>

Bomba B

Coluna RAM

Coluna Analitica Coluna Analitica

Detector UV Detector UV

Descarte Descarte

Figura 3: Modo de operacdo do sistema de cromatografia 2D: (A) backflushe (B) foreflush,
usando vélvula seletora de seis vias e duas posi¢des. As linhas continuas indicam a
orientacdo da valvula na posicdo A e as linhas pontilhadas indicam a orientacdo da
valvula na posicdo B (SANTOS-NETO et al., 2008)

Para o desenvolvimento dos métodos cromatograficos através desta técnica, €
necessario o conhecimento dos valores de tempo de deplecdo da matriz (tv), tempo de
desligamento do analito (ta) e tempo de transferéncia (tr).

O tm é 0 tempo necessario para o fluxo de fase mével eluir completamente a matriz da
amostra da coluna extratora. Este sera detectado quando o sinal retornar a linha de base
(figura 4).

22580

L2830 nm

mAl

1 II | Flaw 2.0 m Linir

20—

u] 1 2
hinutes

Figura 4:Tempo de deplecdo da matriz (DIONEX, 2008)
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O ta € 0 tempo necessario para o fluxo de fase mdvel comecar a eluir o analito da
coluna extratora, ou seja, € o momento do inicio de desligamento do analito da coluna
extratora. O ta € importante para determinacdo do tempo de mudanca da posicdo da valvula
para que ndo ocorra perdas do analito (Figura 5).
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Figura 5:Tempo de desligamento do analito (DIONEX, 2008)

O tr é 0 tempo necessario para completa transferéncia do analito da coluna extratora
para a coluna analitica, ou seja, € o intervalo de tempo entre o inicio e o fim da deteccdo do
analito (Figura 6).
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Figura 6:Tempo de transferéncia (DIONEX, 2008)

4.4.Meio de Acesso Restrito (MAR)

A expressdo meio de acesso restrito foi introduzida por DESILETS et al. 1991, como
um termo geral para suportes cromatograficos que permitem a injecdo direta de fluidos e
limitam a interacdo dentro dos poros, apenas para moléculas pequenas.

Inicialmente, as fases MAR foram classificadas de acordo com o principio de exclusao
macromolecular. As fases com barreira fisica usam o tamanho do poro, para evitar a difusdo
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de proteinas, ja as fases com barreira quimica utilizam uma rede polimérica para evitar o
acesso de macromoléculas ao interior dos poros(DE LIMA; CASSIANO; CASS, 2006).

Ha diferentes tipos de materiais com a mesma finalidade de atuar como MAR. Esses
materiais apresentam caracteristicas sortivas mistas, permitindo a combinacdo dos principios
da cromatografia por exclusédo para macromoléculas hidrofilicas, e da cromatografia em fase
reversa ou troca ionica para as moléculas pequenas. Esses sorbentes previnem o acesso das
macromoléculas aos sitios de retencdo, devido a existéncia de uma barreira fisica e/ou
quimica, evitando a sorcdo irreversivel dessas moléculas. Dessa forma, apenas para as
pequenas moléculas, é garantida a interagdo com a fase extratora presente na superficie
protegida das particulas (DE LIMA; CASSIANO; CASS, 2006).

As colunas de acesso restrito (MAR) tem se destacado na analise de farmacos em
biofluidos (plasma, leite, urina) por CLAE, pois permitem injecOes diretas e repetitivas de
amostras ndo tratadas no sistema cromatografico uma vez que promovem a exclusdo nao
absortiva de macromoléculas com retencdo das micromoléculas de interesse (DE LIMA,
CASSIANO; CASS, 2006).

4.5. Validacdo do Método Analitico

A etapa de desenvolvimento e validacdo de um método bioanalitico € importante em
um estudo farmacocinético. O método devera garantir a confiabilidade dos resultados obtidos
a partir da analise de amostras em concentracdes desconhecidas. O pesquisador deve
desenvolver e validar este método bioanalitico de maneira criteriosa e os resultados devem ser
avaliados de forma conjunta e ndo isoladamente(STORPIRTIS et al., 2009)

A validagdo é o processo que tem por objetivo garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2003).

Diversos procedimentos de validacdo intralaboratorial sdo descritos na literatura. No
Brasil, os trés (3) 6rgdos que regulamentam a validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos
sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Instrumental (INMETRO) e o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Internacionalmente o Food and Drug
Administration (FDA), nos EUA, e a Europian Medicine Agency (EMA), na Europa, sdo os
orgdos de regulamentacdo com maior forca. Estas agéncias sdo responsaveis pela publicacédo
dos guias contendo os parametros para serem avaliados e seus critérios de aceitacao.

Embora nestes documentos haja concordancia sobre quais parametros devam ser
avaliados, existe uma grande diversidade e até falta de informagGes sobre como estes
experimentos sdo delineados e avaliados em termos de estatisticas e respectivas premissas que
necessitam ser testadas (SOUZA et al., 2007).

Uma validacdo padrdo de método bioanalitico inclui teste de precisdo e exatidao,
linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo, seletividade, recuperacdo e estabilidade do
farmaco na matriz biologica a ser estudada (STORPIRTIS et al., 2009).
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5.MATERIAL E METODOS

A metodologia desenvolvida foi avaliada observando-se os parametros de seletividade,
linearidade, precisdo, exatiddo, limite de quantificacdo, tempo de analise e viabilidade
financeira. Os parametros de validacdo foram avaliados segundo os critérios descritos no guia
para validagdo de métodos bioanaliticos da ANVISA, RDC n® 27 de 22 de maio de 2012.

Todos os ensaios foram realizados no setor de farmacometria do LQEPV e o plasma
utilizado foi retirado de animais, sem tratamento prévio, do setor experimental do mesmo
laboratério. Todas as amostras foram congeladas a -20°C apds serem preparadas e antes de
serem extraidas.

5.1.Equipamentos

Os equipamentos, vidrarias e materiais volumétricos empregados neste estudo foram
calibrados. Os padrBes e reagentes utilizados foram pesados em balanca analitica com
precisdo de 0,0001 g (BTEC210A, TECNAL). Volumes inferiores a 1 mL foram pipetados
com pipetas automaticas calibradas (LABMATE +, HTL). Foram ainda utilizados no
desenvolvimento do método e preparo das amostras 0s seguintes equipamentos: agitador de
tubos PHOENIX AP-56, TECNAL,; centrifuga refrigerada CT6000R, CIENTEC; capela de
exaustdo; concentrador de amostras TE-0197, TECNAL; bomba a vacuo TECNAL; banho de
ultra-som USC2800, UNIQUE; cromatdgrafo liquido ULTIMATE 3000 DIONEX, equipado
com duas bomba quaternaria ULTIMATE 3000 DIONEX, valvula de sete vias, forno para
coluna ULTIMATE 3000 DIONEX, detector UV-VIS ULTIMATE 3000RS DIONEX e
software CHROMELEON 6.80 DIONEX. Para pesagem dos animais foi utilizada a balanca
KM3, COIMMA.

5.2.Métodos de Preparo de Amostras Testados

Foram testados dois métodos de preparo de amostras. O primeiro online, onde o
plasma foi injetado diretamente no CLAE e a amostra foi extraida em uma coluna de meio de
acesso restrito para posteriormente ser direcionada para a coluna analitica e ocorrer a
separagdo e quantificacdo dos analitos de interesse. O segundo método, offline, foi utilizando
a extracdo em fase solida para posterior analise cromatografica, baseado em um método
desenvolvido anteriormente no préprio laboratério. A tentativa de utilizar o método online
teve como principal objetivo diminuir o tempo total de preparo e analise da amostra e
diminuir os erros de preparo observados nas técnicas offline.

5.2.1.Método online

eModo em backflush (Figura 7)

eColuna MAR1: SPS ODS C18 - 5 um 500x46 mm Regis® (Tedia)

eColuna MARZ2: LiChrospher® ADS (Merck) C18 - 25um - 400 x 40 mm
eColuna analitica: Nucleosil® (Sigma Aldrich) C18 3,5um-100A, 150x46mm
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LIXO DETECTOR

BOMBA 1

BOMBA 2 SEPARACAO

EXTRAGAO

Figura 7: Esquema do método online de extracdo e separacdo em modo backflush

5.2.2.Método offline

eCartucho de extragdo de fase sdlida: Oasis HLB® 3cc (Waters)
eColuna analitica: Nucleosil® (Sigma Aldrich) C18 3,5um-100A, 150x46mm

5.3.Desenvolvimento do Método de Analise
5.3.1.Método online

As condicdes cromatograficas para o acoplamento da coluna analitica foram baseadas
em um método para analise de fipronil utilizando extracéo offline anteriormente desenvolvido
no laboratério (CID et al., 2012). Para o preparo das amostras foram acopladas duas colunas
analiticas via uma valvula seletora de sete (7) vias conforme Figura 7. Na posicdo 1/6, a
bomba 1 carreou o analito juntamente com a matriz para a coluna MAR. Como o solvente
utilizado (A4gua) ndo possuia afinidade pelo analito e sim pela matriz, o analito ficou
localizado no interior das particulas da coluna MAR (C18) e os componentes hidrofilicos da
matriz foram carreados para o lixo. Quando o tempo de limpeza da matriz (Tm) foi atingido, a
valvula foi girada para a posi¢do 1/2. A bomba 2, que estava anteriormente condicionando a
coluna analitica, passou a eluir o analito, em sentido contrario da coluna extratora (backflush),
fazendo sua transferéncia para coluna analitica (Ta + Tt). Ao fim da transferéncia a valvula
foi novamente girada retornando a posicao 1/6 e ocorrendo a separa¢do dos analitos na coluna
analitica e o acondicionamento da coluna MAR para uma nova injecgéo.

Para a determinacéo do tempo de limpeza da matriz (Tm) foi injetada uma amostra de
300uL plasma branco na coluna MAR e Foi observado o tempo necessario para o sinal
retornar a linha de base (Figura 8). Durante o teste o detector foi ajustado para 280nm.

Para determinar o tempo de desligamento foi injetada 300uL de padrdo com a mesma
configuracdo para Tm. Durante o tempo de lavagem néo deve ser observado nenhum sinal
analitico. Apés Tm foi trocada a fase movel para ACN:agua 60:40 e observou-se o tempo
necessario para o analito ser lido pelo detector, ou seja, 0 tempo necessario para se desligar da
coluna MAR. Neste teste 0 comprimento de onda utilizado foi de 210nm (Figura 8).
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Para determinacdo dos tempos de transferéncia, foi trocada a coluna analitica por uma
unido. Foi realizada uma injecdo de padrdo com lavagem até Tm e girando a vélvula em Ta.
Observou-se o0 tempo total entre o inicio e o fim dos sinais analiticos. Neste teste o
comprimento de onda utilizado foi de 210nm (Figura 9).
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Figura 8:Esquema da valvula seletora para avaliacdo de Tm e Ta
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Figura 9:Esquema de valvula seletora para avaliacdo do tempo de transferéncia (Tt)

Para a lavagem, foi utilizada agua e para eluicéo foi utilizada a fase mével da coluna
analitica. O fluxo foi mantido em 1mL/min durante todo o processo nas duas bombas. Para
poupar o uso do padrdo de SULF foram utilizados apenas FIP e ET para desenvolvimento e
avaliacdo do método online.

5.3.2.Método offline

Tendo como base 0 método ja desenvolvido e validado no laboratério foi utilizada a
extracdo em fase solida com posterior secagem a vacuo. Para tal foram utilizados cartuchos de
extracdo de fase polimérica HLB — Oasis (Waters) acoplados a um manifold (Supelco) com
capacidade para 12 cartuchos ligados a uma bomba a vacuo. Primeiramente os cartuchos
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foram acondicionados com 2,0 mL de metanol e 2,0 mL de agua. Em seguida foram
adicionadas 1,0 mL de amostra (plasma previamente contaminado) e depois se procedeu a
etapa de lavagem utilizando 1,0 mL de agua. A eluicdo foi feita com 1,0 mL de metanol. O
eluato foi evaporado a secura a 40°C e reconstituido em 100 pL de acetonitrila.

5.3.3.Separacéo analitica

A anélise cromatografica foi realizada da seguinte forma:

eColuna analitica: Nucleosil® (Sigma Aldrich)C18 3,5-100, 150x46mm
ePré-coluna: Nucleosil® (Sigma Aldrich)C18 3,5-100, 40x46mm
eFluxo coluna analitica: ImL/min

eFase movel: Acetonitrila:dgua 60:40

eTemperatura: 25°C

eVolume de injecdo: 10 pL

eComprimento de onda (A): 210nm

eTempo de corrida: 12 minutos

5.4.Parametros de Validagao

Todos os célculos foram realizados utilizando o programa Excel® 2007. Para a construgao
dos graficos e avaliagdo da linearidade foi utilizado o programa Minitab 16®.

5.4.1.Seletividade

E a capacidade do método de diferenciar e quantificar o analito (FIP e SULF) e o
padrdo interno (ET) na presenca de outros componentes da amostra. Foi determinada atraves
da anéalise de 5 amostras brancas distintas, sendo 4 normais e 1 hemolisada, e comparados 0s
valores de area das amostras e do LQ nos tempos de retencdo de FIP, SULF e ET. Foi
considerado seletiva quando as amostras brancas apresentaram auséncia de picos nos tempos
de retencdo de FIP, SULF e ET ou area menores que 20% do LQ para FIP e SULF e 5% para
ET.

5.4.2.Linearidade

E a capacidade de um método de gerar resultados proporcionais a um sinal analitico
dentro de uma faixa de trabalho. Foi avaliada através de andlise de 6 concentracfes diferentes
de FIP e SULF independentemente. Foi utilizada a faixa de trabalho de 5 a 500ng/mL para
FIP e 10 a 500ng/mL para SULF. Todas as amostras foram preparadas em plasma branco
bovino. Foram analisadas amostras em 3 dias diferentes. A cada dia foi construida uma curva
de concentracdo versus relacdo de area. Para andlises de FIP foi utilizada a relagdo FIP/ET
enquanto para analise do SULF foi utilizada a relagdo SULF/ET. As 3 curvas construidas
foram agrupadas e avaliadas a linearidade, o coeficiente de correlagcdo, a homogeneidade da
variancia dos erros e as ponderacfes necessarias. Os coeficientes da curva de calibragédo
foram calculados com os dados de todos os dias para a ponderagdo que apresentar menor
soma de erros relativos dos valores nominais. N&o foi aceito coeficiente de correlagdo menor
que 0,98 e erros relativos nominais fora da faixa de 20% para o LQ e 15% para os demais
pontos.

5.4.3.Precisao
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E a capacidade de um método de apresentar resultados proximos obtidos através de
repetidas afericGes de mdltiplas aliquotas de uma Unica fonte de matriz. Foi avaliada através
das analisadas 5 amostras independentes em 3 dias seguidos de 5, 100 e 500ng/mL para
validagdo do FIP e 10, 100 e 500ng/mL para validacdo do SULF. Os resultados foram
avaliados guanto ao coeficiente de variacdo em cada nivel de concentracdo dentro do mesmo
dia e entre os 3 dias. O método foi considerado preciso quando apresentou coeficiente de
variacao inferior a 20% para o LQ e 15% para os demais niveis de concentracéo.

5.4.4 Exatidao

E a capacidade de um método em gerar resultados em concordancia com o valor de
referéncia. Foi avaliada através das analisadas 5 amostras independentes em 3 dias seguidos
de 5, 100 e 500ng/mL para validacdo do FIP e 10, 100 e 500ng/mL para validacdo do SULF.
Os resultados foram avaliados quanto ao erro padréo relativo (EPR) obtido em cada nivel de
concentracdo dentro do mesmo dia e entre os 3 dias ndo sendo admitido valores fora da faixa
de £20% para 0 LQ e £15% para os demais pontos. O erro padrao relativo é obtida através da
seguinte formula:

EPR = (concentracdo média experimental — valor nominal) x100

Valor nominal

5.4.5.Limite de quantificacio (LQ)

E a menor concentracdo do analito capaz de ser quantificada com precisio e exatidao.
Foi determinada através da analise de 5 amostras de 5 e 10ng/mL para FIP e SULF
respectivamente. Foi analisada a relacdo sinal ruido das amostras ndo sendo admitido valores
inferiores e 5.

5.5.Tempo de Analise e Viabilidade Financeira do Método de Preparo

Foram avaliados também o tempo total para finalizar uma amostra, ou seja, a soma do
tempo de extracdo mais o tempo de analise cromatografica e a viabilidade financeira dos dois
métodos. A avaliacdo dos resultados analiticos aliados ao tempo de preparo e a viabilidade
financeira foram determinantes na escolha de método de melhor custo/beneficio.

5.6.Preparo de Padrbes e Amostras

Foram preparadas solucbes estoques de FIP e ET nas concentragdes de 1mg/mL
utilizando acetonitrila como diluente e chamadas de solugdo mée (SMF e SME
respectivamente). O SULF foi adquirido comercialmente da Accustandard em uma solugéo de
ImL de acetona na concentragdo de 100ug/mL esta foi chamada de SMS. O SULF vem
contaminado com FIP e se degrada facilmente sendo conservado o tempo todo a -20°C e
manipulado em bloco de gelo. Com o objetivo de evitar contaminagdes cruzadas de FIP
oriundo do padrdo SULF foi preparado amostras independentes de FIP e ET e analisadas
primeiro. Posteriormente foram preparadas amostras de SULF e ET e analisadas
independente. As amostras de FIP e ET foram preparadas através da contaminacdo de 990puL
de plasma com 10pL de solugdes combinadas (SC) de diferentes concentracfes. As SC foram
preparadas através de diluicbes da solucdo mae conforme Tabela 4. Para os valores de
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concentracdo de SC de 5 e 10ng/mL foi utilizada uma solucao de FIP de 100ug/mL chamada
de SDF. Para obtencdo do plasma foi coletado sangue de bovinos sem tratamento prévio em
tubos heparinizados e centrifugadas a 756 x g por 15 minutos.

Tabela 4: Esquema de diluicBes para o preparo das solucdes combinadas de fipronil e

etioprol
Concentracéo Ponto da Volume Volume Volume Volume
SC curva SMF SDF SME Final (mL)
(ng/mL) (ng/mL) (ML) (ML) (ML)
0 BR 0 0 0
0 Pl 0 0
0,5 5-LQ 50 0
1 10 100 0 10
5 50 0 50 250
10 100 0 100
25 250 0 250
50 500 0 500

SC= solucdo combinada; SMF= solu¢cdo mée de fipronil; SDF= solucdo diluida de fipronil; SME= solu¢do mée
de etioprol; LQ= limite de quantificacéo

As amostras de SULF e ET foram preparadas com a contaminacdo de 10uL de SC em 990uL
plasma (Tabela 5) exceto a concentracdo de 500ng que foi preparada pela adi¢éo de 5uL SMS
e 5uL de solucédo de ET a 50ug/mL em 990uL de plasma. Para a SC de 10ng/mL foi utilizada
uma solucdo de SULF de 10pg/mL chamada de SDS.

Tabela 5: Esquema de dilui¢des para o preparo das solu¢ées combinadas de fipronil sulfona e

etioprol
Concentracdo  Pontoda  Volume Volume  Volume  Volume Volume Diluente
SC curva SMS SDS SDE SDE 2 Final
(ng/mL) (ng/mL) (uL) (uL) (uL) (uL) (mL)

0 BR 0 0 0

0 Pl 0 0

1 10-LQ 0 100

2,5 25 25 0 ACN
5 50 50 0 250 1

10 100 100 0

25 250 250 0

50 500 5 0 0 5 Plasma

SC= solugdo combinada; SMS= solucdo mae de fipronil-sulfona; SDS= solugdo diluida de fipronil-sulfona;
SDE-= solugdo diluida de etioprol; LQ= limite de quantificacdo; ACN= acetonitrila
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6.RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.Método Online

6.1.1.Determinacdo dos tempos de viragem da valvula

Como todo o processo de extracdo e andlise ocorrem no interior do HPLC, era
necessario ajustar os tempos em que a valvula seletora deveria fazer a troca de fluxo e com
isso fazer o analito limpo ser transferido para a coluna analitica. A tabela 6 demonstra os
tempos de 10 (Tm) e 4,6 (Ta + Tt) para a coluna SPS®. Estes tempos indicam que a injecéo
deve ser iniciada no tempo zero com a vélvula na posi¢do 6/1. A primeira viragem deve ser
em 10 minutos para a posicdo 1/2 e a segunda viragem em pelo menos 14,6 minutos para
retornar a posicdo 1/6. Para a coluna Lichrosphere, os tempos encontrados foram 15 (tm) e 3,5
(Ta + Tt) assim a primeira virada deve ser em 15 minutos e a segunda em pelo menos 18,5
minutos.

Tabela 6: Tabela de tempos de viragem de valvula do método online

Tempo (min.)
Coluna MAR ™m V1172 Ta Tt V2 (6/0) Tempo corrida
SPS® 10 10 06 4 15 20
Lichrosphere® 15 15 0,5 3 19 30

Tm = tempo de limpeza da matriz; V1 = virada da valvula de 6/2 para 1/2; Ta = tempo de desligamento do
analito; Tt = tempo de transferencia; V2 = virada da valvula de 1/2 para 6/2

6.1.2.Parametros de validacdo para o método online

Durante a determinagdo dos Tm, Ta e Tt para a coluna SPS® os valores de pressdo do
sistema passaram de 4000psi. Este fato pode ser relacionado ao diametro de sua particula de
5um e as proteinas do plasma que ndo sdo completamente retiradas durante a lavagem. Estes
valores impossibilitam o uso desta coluna para estudos farmacocinéticos onde o nimero de
amostras bioldgicas é elevado.

A coluna Lichrosphere® possui um diametro de particula de 25um. Isto a faz capaz de
aguentar volumes de carregamentos maiores sem um grande incremento na pressdo do
sistema. Com esta coluna foi possivel realizar a analise de amostras para a validacdo. Durante
essas analises a pressdo do sistema ainda subia a valores acima de 4000psi apds 20 amostras.

Para solucionar este problema foi instalado um filtro de 2 pum na entrada da coluna
MAR. Este teria como objetivo de criar uma barreira fisica para a entrada de moléculas ou
impurezas maiores do plasma. Desta forma este filtro poderia ser trocado e a coluna MAR ser
preservada por um numero maior de amostras. Ainda assim ndo foram atingidos valores de
pressdo aceitaveis.

Como ultima alternativa foi realizada a diluicdo do plasma 1:1 e sua posterior
filtragem em membrana HV de 0,22 um. Permanecendo com o filtro em linha e a coluna com
maior didmetro de particula (Lichrosphere®).

Nestas condicbes foi possivel iniciar a validacdo com a troca do filtro a cada 30
amostras em media.
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O método testado foi:

eColuna MAR: LiChrospher® ADS (Merck) C18 - 25um - 400 x 40 mm
eFase movel bomba 1: Agua 100% (para limpeza da amostra)

eFluxo bomba 1: 1,0 mL/min

eTemperatura MAR: ambiente

eVirada 6/1-> 1/2: 15min

eVirada 1/2 - 6/1: 19min

e\/olume de injecdo: 300 uL com 3 carregamento de 100 uL em 0; 1,5 e 4 minutos
eColuna analitica: Nucleosil® (Sigma Aldrich) C18 3,5-100, 150x46mm
eFase mével bomba 2: ACN:agua 60:40 v/v

eFluxo bomba 2: 1,0 mL/min

eTemperatura analitica: 25°C

eComprimento de onda (A): 210nm

eTempo de corrida: 30 minutos

N&o foi possivel alcancar a seletividade necessaria neste método. Existe a presenca de
um pico interferente maior que 20% do LQ no tempo de retencdo do FIP (Figura 10).

1 - Lichrosphere 13082013 #272 [modified by LQEPV] BR uv_vis_1

<42 - Lichrosph 13082013 #294 [modified by LQEPV] 5 uv_vis_1
Lichr = ) fied by LO| I

o mAU WVL:210 nm|

60.

mirg
T T T T
16.0 18.0 200 220 240 26.0 280 300

Figura 10:Cromatograma de seletividade do método online para fipronil e etioprol. 1- branco,
2- 5ng/mL, 3- Acetonitrila

O método se mostrou linear no intervalo de 5 a 500ng/mL com coeficiente de
correlagéo de 0,9971, e seguinte curva de calibracdo: y = 0,0064x + 1,3458.
Os valores de precisdo e exatiddo ndo atenderam aos critérios desejados (Tabela 7).
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Tabela 7:Resultados de precisdo e exatiddo apresentados pelo método offline para
quantificacdo de fipronil

Amostra Precisdo (DPR) Exatidao (%)
5 ng/mL 28,9 151

100 ng/mL 41,6 70

500 ng/mL 18,3 75

DPR= desvio padrao relativo

6.2.3Viabilidade financeira e tempo de analise

As colunas MAR possuem um alto valor, logo devem ser utilizadas pelo maior nimero
de amostras possiveis para tornar viavel seu uso nas analises.

A coluna SPS® é vendida em média a US$900,00 a unidade. A Lichrosphere® a
US$2000,00 o pacote com 3 unidades, saindo a uma média de 650 dolares a unidade.

Os filtros em linha possuiam dois fornecedores, Dionex e Merck, sendo
comercializado o pacote de 10 unidades a uma média de 320 e 160 dolares respectivamente.
Em 2014 a Merck deixou de fabricar os filtros permanecendo apenas a op¢do mais cara.

A caixa com 100 cartuchos de extracdo em fase sélida é comercializada na média de
US$450,00.

Seguindo a tabela abaixo é possivel entender que os custos individuais da analise sé se
equiparam quando a coluna MAR ¢é capaz de realizar até 200 analise. Neste calculo ndo esta
incluido os gastos com adequacdo do equipamento e treinamento. Infelizmente ndo foi
possivel fazer 200 amostras sem que a pressdo do sistema ficasse extremamente alta
inviabilizando a continuidade do uso da coluna. Problemas com aumento de pressédo durante
as analises de rotina sdo comuns em sistemas on-line e podem impedir o uso desta técnica na
rotina laboratorial (ROGEBERG et al., 2014).

Tabela 8:Comparagdo dos custos unitarios das analises do método offline e online

Coluna N° amostras Custo da coluna  Custo do Filtro  Custo unitario analise
analisadas US$ US$ us$
) ® 100 650 107 7,57
Lichrosphere 200 650 213 432
. ® 100 450 0 4,50
Oasis HLB 200 900 0 450

Analisando o tempo total da analise ocorre grandes vantagem do método online uma
vez que é capaz de fazer o preparo e a analise de uma amostra em 30 minutos enquanto o
método offline necessita de 24h apenas para o preparo da amostra devido a etapa de secagem.

6.2.Método offline

6.2.1.Parametros de validacéo

O metodo utilizado foi:
eColuna analitica: Nucleosil® (Sigma Aldrich) C18 3,5-100, 150x46mm
eFase mdvel: ACN:agua 60:40 v/v
eFluxo: 1,0 mL/min
eTemperatura: 25°C
eComprimento de onda (A): 210nm
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e\/olume de injecdo: 10pL
eTempo de corrida: 12 minutos

O método foi seletivo para FIP e SULF com auséncia de sinal analitico nos respectivos

tempos de retengéo (Figura 11).
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Figura 11:Cromatograma de seletividade de fipronil (A) e fipronil sulfona (B)

O método foi linear para FIP e SULF na faixa de analise de 5 a 500ng/mL para FIP e
10 a 500ng/mL para SULF, porém os residuos apresentam variancias diferentes
caracterizando os métodos como heterocedasticos. Os resultados do teste de F podem ser

observados nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9:Resultado do teste F para a variancia dos residuos de fipronil sulfona

. SULF/ET -
Estatistica 500ng/mL 10ng/mL Fcalculado Fcritico p-valor
Média 1,4745 0,0028
Va”snc'a 0’0231 0’0200 189,1234 5,0503 0,0000
Gl 5 5
n= ndmero de amostras; gl= gral de liberdade
Tabela 10: Resultado do teste F para a variancia dos residuos de fipronil
. FIP/ET -
Estatistica 500ng/mL Bng/mL Fcalculado Fcritico p-valor
Média 1,4890 0,0868
Va“ﬁ”c'a 0’0509 0’0g03 75,4000 5,0503 0,0001
Gl 5 5

n= numero de amostras; gl= gral de liberdade
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Devido a variancia dos residuos, a regressao linear ndo pode ser calculada pelo método
dos minimos quadrados sendo necessario realizar a ponderagdo para ajustar a exatiddo nos
pontos mais baixos da faixa linear. A escolha da melhor ponderacdo foi baseada nos erros
padrdes relativos (EPR) e no coeficiente linear. Conforme demonstrado nos valores da tabela
11 foi selecionada a ponderagdo 1/x para FIP e 1/x* para SULF. Estas apresentaram os
menores erros padrdes relativos no intervalo estudado. Uma vez ponderada foi determinada as
equac0es da curva de calibragdo y = 0,00312x — 0,00204, para SULF onde x é a concentracédo
de SULF e y é a relacdo de area SULF/ET e y = 0,00287x + 0,06300, para FIP onde x é a
concentracdo de FIP e y é a relacdo de area FIP/ET. Na figura 12 e 13 estdo demonstradas a
curvas de linearidade de FIP e SULF respectivamente nos trés dias consecutivos.

Tabela 11:Valores dos coeficientes da curva analitica e os erros relativos percentuais para
cada ponderacéo

W FIP SULF
1/x* 1/x°° 1/x° 1/x 1/x%° 1/x%*
A 0,00287 0,00292 0,00209 0,00299 0,00295 0,00312
b 0,06300 0,0458 0,06539 0,00185 0,00529 -0,00204
R 0,98 0,98 0,54 0,99 0,99 0,98
EPR 0,0000 0,0089 0,0010 0,0001 0,0012 0,0000

a= coeficiente angular; b= coeficiente linear; r= coeficiente de correlacdo; w= pondera¢des; EPR= erro padrao
relativo;*= ponderagdo selecionada
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Figura 12: Curva de linearidade de fipronil. FIP 1, 2 e 3 séo 1° 2° e 3° dia de analise
respectivamente
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Figura 13: Curva de linearidade de fipronil sulfona. SULF 1, 2 e 3 séo 1°, 2° e 3° dia de
andlise respectivamente

Todas as amostras das curvas analiticas no ponto mais baixo, o LQ, apresentaram uma
relagdo sinal/ruido superior a 5 confirmando o LQ de 5 e 10ng/mL para FIP e SULF
respectivamente. O método para FIP possui precisdo de 13,7% e exatidao de 7,2% enquanto o
SULF apresenta os valores de preciséo e exatiddo de 10,9 e 5,5% respectivamente (Tabela 12
e 13). Estes resultados demonstram que 0s métodos utilizando a extracdo em fase sélida séo
capazes de gerar resultados confidveis e podem ser utilizados para quantificar FIP e SULF em
plasma bovino nas faixas ja descritas.

O FIP e SULF foram quantificados o detector de UV e MS. Os resultados analiticos
foram comparados. O método utilizando o detector de MS foi 20 vezes mais sensivel, sendo
capaz de quantificar aproximadamente 2,5ng/mL de FIP e SULF enquanto o detector de UV
alcancou um limite de gquantificacdo em torno 50ng/mL para FIP e SULF (LACROIX et al.,
2010). Os limites de quantificacdo encontrados para estes métodos foram muito préximos ao
encontrados para a quantificacdo por MS comprovando a capacidade analitica do método.

Tabela 12:Resultados de preciséo e exatidao para fipronil

Teste Dia 5ng/mL (LQ) 100ng/mL 500ng/mL Média
Precisdio  Inter 16,1 148 120 153 146 79 57 79 134 13.7
(DPR) Intra 16,8 12,8 11,5 ’
Exatiddo Inter 225 132 173 11,7 158 44 34 57 120 79
(EPR) Intra 7,8 10,6 3,3 ’

DPR= desvio padréo relativo; EPR= erro padrao relativo
Tabela 13:Resultados de precisao e exatidao para fipronil sulfona
Teste Dia 10ng/mL (LQ) 100ng/mL 500ng/mL Média
Preciséo Inter 20,0 11,1 109 115 49 64 42 34 84 10.9
(DPR) Intra 14,4 8,0 10,4 ’
Exatidao Inter 23,9 12,7 0,1 13 28 32 95 97 75 55
(EPR) Intra 12,2 0,3 3,9 ’
DPR= desvio padrdo relativo; EPR= erro padrdo relativo
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7.CONCLUSOES

O método online apresenta desvantagem frente ao offline que inviabilizam seu uso em
estudo com um namero elevado de amostras.

O método offline pode ser validado na faixa de 5 — 500ng/mL e 10 — 500ng/mL para

FIP e SULF respectivamente e pode ser utilizado para estudos farmacocinéticos com
seguranca.
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CAPITULO I11

COMPORTAMENTO FARMACOCINETICO DO FIPRONIL E SEU
METABOLITO NAS FORMULACOES INJETAVEIS
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1.RESUMO

Uma hipotese fundamental da farmacocinética clinica é que existe uma relacdo entre os
efeitos farmacologicos de um farmaco e sua concentragdo na circulacdo sanguinea. O
monitoramento do perfil de concentragdo do farmaco em funcdo do tempo em um fluido
fisioldégico adequado permite a determinacdo de sua biodisponibilidade. Uma avaliacéo
comparativa dos parametros farmacocinéticos em novas formulacdo é de extrema importancia
para a decisdo da melhor conduta para o tratamento no animais e efetividade do efeito clinico.
O presente estudo teve como objetivo avaliar o comportamento farmacocinético das
formulagGes injetaveis F10 e F11 e compara-las com a formulacdo topica comercial. Para isso
foram utilizados 18 bovinos divididos em 3 grupos. Cada grupo foi tratado com uma
formulacdo. Amostras de sangue foram coletas nos tempos 0, 4, 12h, 2, 7, 14, 15, 16, 17, 21,
28, 30 e 35 dias. As amostras foram analisadas por CLAE-UV para quantificagéo de fipronil e
seu produto de metabolismo fipronil sulfona. Os valores encontrados de concentra¢do foram
analisados através do programa PK Solution para o calculo dos pardmetros farmacocinéticos.
Para o calculo da biodisponibilidade foram utilizados 4 animais tratados com fipronil 5% e N-
metilpirrolidona 30%. Amostras de sangue foram coletadas nos tempos 0, 4, 6, 12h, 2,3,4¢e5
dias e foram analisadas por CLAE-UV. Nas trés formulacdes o Tmax da SULF so6 foi
alcangado em torno de 400h, aproximadamente 16 dias. As F10 e F11 possuem T1/2 para o
FIP proximo uma vez que o se trata da mesma droga, dose e via de administracdo. Quando se
realiza a relagcdo da AUC 0-a de SULF/FIP encontramos os valores de 1,3; 15 e 1,5 para F10,
F11 e FIP pour-on respectivamente. Estes valores indicam a quantidade circulante na corrente
sanguinea de SULF em relacdo ao FIP. Assim pode-se dizer que ao fim de 30 dias para a F11
a quantidade do SULF é 15 vezes maior que a do FIP. Durante a construcdo dos perfis foi
possivel observar as fases de absorcdo, excrecdo e biotransformacdo nas trés formulacdes
sendo a F10 a formulacdo com maior biodisponibilidade.

Palavra-chaves: Fipronil. Farmacocinética. Farmacotécnica
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2. ABSTRACT

A fundamental hypothesis of clinical pharmacokinetics is that a link exists between the
pharmacological effects of a drug and its concentration in the bloodstream. The monitoring of
the drug concentration profile in function of time in a suitable physiological fluid allows the
determination of bioavailability. A comparative evaluation of pharmacokinetic parameters in
new formulation is extremely important for the decision of the best approach for the treatment
in animals and effectiveness of clinical effect. The aim of this study was evaluate the
pharmacokinetic behavior of injectable formulations F10 and F11 and compare them with
commercial topical formulation. For this evaluation were used 18 cattle divided into 3 groups.
Each group was treated with a formulation. Blood samples were collected at 0, 4, 12h, 2, 7,
14, 15, 16, 17, 21, 28, 30 and 35 days. The samples were analyzed by HPLC-UV to quantify
fipronil and fipronil sulfone. The concentrated values were analyzed by PK solution software
for the calculation of pharmacokinetic parameters. To calculate the bioavailability were used
4 animals treated with fipronil and 5% N-methylpyrrolidone 30%. Blood samples were
collected at 0, 4, 6, 12h, 2, 3, 4 e 5 days and analyzed by HPLC-UV. In all the formulations
the Tmax of fipronil sulfone was reached around 400h, was approximately 16 days. The
formulations F10 e F11 have a similar T1/2 for fipronil since it is the same drug dose, and
route of administration. When analyzing the relationship of AUC 0-o SULF/FIP show the
values 1.3; 15 and 1.5 for F10, F11 and commercial topical formulation respectively. These
values indicate the amount of fipronil sulfone compared to fipronil in the bloodstream. In the
other words, after 30 days the amount of fipronil sulfone at animals treated with F11
formulations was 15 times higher than the fipronil. During construction the profiles was
observed phases of absorption, excretion and biotransformation in the three formulations and
the F10 formulation had higher bioavailability

Key word: Fipronil. Pharmacokinetics. Pharmaceutical Technology
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3.INTRODUCAO

Uma hipétese fundamental da farmacocinética clinica é que existe uma relacéo entre
os efeitos farmacoldgicos de um farmaco e sua concentracdo na circulacdo sanguinea. O
monitoramento do perfil de concentragdo do farmaco em funcdo do tempo em um fluido
fisioldgico adequado permite a determinacédo de sua biodisponibilidade.

A RDC 60 de 10 outubro de 2014 da ANVISA determina que a biodisponibilidade é o
termo farmacocinético que indica a velocidade e a extensdo de absor¢do de um principio ativo
proveniente de uma forma farmacéutica, a partir de sua curva concentragdo/tempo na
circulacdo sisttmica ou sua excrecdo na urina, medida com base no pico de exposi¢cdo e na
magnitude de exposicao ou exposicao parcial.

O método mais comumente utilizado para avaliacdo de biodisponibilidade envolve a
construcdo de uma curva de concentracdo plasmatica sanguinea em funcdo do tempo. Uma
avaliacdo comparativa dos parametros farmacocinéticos em novas formulacdo é de extrema
importancia para na deciséo da melhor conduta para o tratamento no animais e efetividade do
efeito clinico, além é claro de fornecer informacdes valiosas quanto a caracteristicas de cada
formulacdo permitindo assim uma tomada de decisdo mais adequada no momento da escolha
de qual devera prosseguir no processo de desenvolvimento.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o comportamento farmacocinético das
formulages injetaveis F10 e F11 e compara-las com a formulacdo comercial de maior aceite
no mercado.
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4.REVISAO DE LITERATURA

4.1. Farmacocinética

Uma hipétese fundamental da farmacocinética clinica é que existe uma relacéo entre
os efeitos farmacologicos de um farmaco e sua concentracdo na circulacdo sanguinea. Em
outras palavras, a acdo terapéutica de um farmaco é dependente de uma concentracéo eficaz
deste no local de ac¢do por um periodo de tempo (GOODMAN; GILMAN, 2006).

Uma vez que a concentracdo do farmaco no local de acdo esta em equilibrio com a sua
concentracdo na circulacdo sanguinea, para a maioria dos farmacos, a determinacdo da
concentragcdo no sangue, soro ou plasma se torna sua medida no local de agéo, sendo a forma
mais direta e objetiva para sua avaliacdo farmacocinética. O plasma é mais utilizado, ja que o
sangue total contém um numero elevado de elementos celulares (células vermelhas e brancas,
plaquetas e proteinas). O plasma preenche todos os tecidos corpéreos inclusive os elementos
celulares. Considerando que o farmaco se encontra em equilibrio dindmico entre o plasma e
os tecidos, alteracBes nas concentracdes plasmaticas refletem na concentracdo tecidual
(SHARGEL; WU-PONG; YU, 1981).

O monitoramento do perfil de concentracdo do farmaco em funcéo do tempo em um
fluido fisiologico adequado permite a determinacdo de sua biodisponibilidade (fracdo do
farmaco absorvido na circulacdo sanguinea), avaliando o efeito farmacoldgico em solucéo nos
fluidos biol6gicos do local de absorcao, sua estabilidade, permeabilidade e metabolismo pré-
sistémico sobre a velocidade e extensdo de absorcdo (GOODMAN; GILMAN, 2006).

O perfil de concentracdo em funcdo do tempo também fornece informacBes sobre
outros parametros farmacocinéticos, como distribuicdo (medida do espaco do organismo
disponivel para conter o farmaco) e depuracdo (medida da eficiéncia da eliminacdo do
farmaco pelo organismo). O método mais comumente utilizado para avaliacdo de
biodisponibilidade envolve a construcdo de uma curva de concentragdo plasmatica sanguinea
em funcdo do tempo (AULTON, 2005).

A RDC 60 de 10 outubro de 2014 da ANVISA determina que a biodisponibilidade é o
termo farmacocinético que indica a velocidade e a extensao de absor¢do de um principio ativo
proveniente de uma forma farmacéutica, a partir de sua curva concentragcdo/tempo na
circulacdo sistémica ou sua excre¢do na urina, medida com base no pico de exposi¢do e na
magnitude de exposicao ou exposicao parcial.

A partir da construgdo de uma curva de concentracdo plasmatica alguns parametros
farmacocinéticos podem ser determinados como o pico de concentragdo plasmatica (Cmax),
tempo correspondente ao pico plasmatico (tmax), area sob a curva (AUC), e meia-vida de
eliminacdo (t%2) (SHARGEL; WU-PONG; YU, 1981).

O Cmax representa 0 maximo da concentragdo plasmatica obtida apds administragdo
do farmaco. Para a maioria dos farmacos, existe uma relacdo entre o efeito farmacodinadmico e
concentracdo plasmética. Esse pardmetro indica se o farmaco é suficientemente absorvido
sistemicamente para prover uma resposta terapéutica ou até mesmo atingir possiveis niveis
toxicos. E expresso em unidades de concentragdo (mg/mL, ng/mL) (SHARGEL; WU-PONG;
YU, 1981).

O tmax corresponde ao tempo requerido para o farmaco alcancar o méximo de
concentracdo apos administracdo. No tmax, ocorre o pico de absor¢éo e a taxa de absorcdo é
exatamente igual a taxa de elimina¢do do farmaco. A absor¢do do farmaco continua apos
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atingir o tmax, porém com uma taxa menor. E expresso em unidade de tempo (horas,
minutos)(SHARGEL; WU-PONG; YU, 1981).

A AUC ¢ a medida da extensdo da biodisponibilidade do farmaco. Reflete a
quantidade total de farmaco ativo que atinge a circulacao sistémica. Pode ser determinada por
um procedimento de integracdo numérico, como o método da regra do trapezoide. E expressa
em unidades de concentragdo por tempo (mg. h. mL-1) Para a maioria dos fa&rmacos, a AUC é
diretamente proporcional a dose (SHARGEL; WU-PONG; YU, 1981).

A t¥%2 mede a taxa de remocdo do farmaco absorvido na circulagio sistémica. E o
tempo necessario para que as concentracdes plasmaticas sejam reduzidas em 50%. E expressa
em unidades de tempo (minutos, horas) (SHARGEL; WU-PONG,; YU, 1981).

A eficécia clinica de um determinado farmaco depende da liberacdo do mesmo a partir
da forma farmacéutica, ou seja, a formulacdo influencia diretamente na biodisponibilidade do
farmaco. Por consequéncia, estudos de curva de concentracdo plasmatica de farmacos a partir
da forma farmacéutica sdo cruciais na avaliacdo do desempenho de novas formulagoes
(SHARGEL; WU-PONG; YU, 1981).

4.2.Fipronil

O FIP quando administrado por via oral em mamiferos € absorvido pelo trato

gastrointestinal e rapidamente metabolizado. E amplamente distribuido, possui uma meia vida
mais longa, um percentual elevado do produto fica armazenado nos tecidos dos animais,
principalmente em tecidos gordurosos, sendo liberado mais lentamente. A concentragédo
maxima no sangue ocorre de quatro (4) a seis (6) horas ap06s sua ingestdo e comeca a declinar
lentamente. A excrecdo do FIP e de seus metabolitos apds administracdo oral ocorre
principalmente pelas fezes (45-75%) e em menor quantidade pela urina (5 a 25%) (DEFRA,
1999; USEPA, 1996).
Em ratos, o FIP é rapidamente metabolizado e seus residuos séo distribuidos para os tecidos,
principalmente gordura, onde ficam retidas quantidades significativas uma semana apds
administracdo oral (TINGLE et al., 2003). Estudos demonstraram altas concentragdes FIP no
estdmago, trato gastrointestinal, gordura e adrenais ap6s dose Unica oral. Niveis moderados
foram encontrados no pancreas, figado, tiredide e ovéarios. E baixos niveis presentes no
musculo, cérebro e coracdo (USEPA, 1996).

Em estudos em ratos, apresentou tempo de meia-vida em sangue total apds
administracdo oral na dose de 4 mg/Kg de 6,2 a 8,3 dias. O aumento da dose para 150 mg/Kg
levou a uma diminuicdo significativa do tempo de meia-vida para 2,1 a 2,3 dias (USEPA,
1996). Tempos de meia vida de 150 a 245 horas ja encontrados no sangue refletem a liberacéo
lenta de residuos da gordura e podem sugerir um potencial de bioacumulacéo de produtos de
metabolizacdo do FIP. Estudos de residuo em carne bovina demonstraram T1/2 de 18 dias.
Baseados nesses estudos o tempo requerido para liberagcdo para abate ap6s tratamento com
FIP é de 21 dias (TINGLE et al., 2003).

S&o poucos os estudos sobre a capacidade do FIP ser metabolizado nos vertebrados.
Estudos in vivo com mamiferos indicam que a via metabdlica primaria para FIP envolve a
formacdo oxidativa do metabolito sulfona. Estudos recentes com microssomas hepaticos
humanos e isoformas do citocromo P450 (CIP) recombinantes demonstraram que a formacéo
de sulfona é quase exclusivamente o resultado da atividade da CIP3A4, o metabolismo,
embora limitado pela CIP2C19 também foi relatado. O metabolito sulfona, bem como o
produto da fotodegradacdo, o fipronil-desulfinil, foram relatados como sendo mais toxicos
para os insetos, mamiferos, peixes e aves do que o composto FIP. A capacidade de produtos
quimicos para induzir enzimas metabdlicas, incluindo CIP, tem sido considerada uma das
respostas bioquimicas mais sensiveis para gerar toxicidade, uma vez que é mais comum que
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ocorra doses menores da substancia quimica do que aqueles conhecidos por causar efeitos
toxicos ou letais. Estudos recentes com hepat6citos humanos e de ratos tém demonstrado que
0s praguicidas sdo capazes de induzir muitas enzimas metabolicas nestas células (DAS et al.,
2006).

Estudos com ratos mostraram que o FIP e o SULF sdo significativamente mais toxicos
para hepatdcitos do que outras classes de pesticidas. O FIP é um substrato da CIP3A4 e tem
potencial significativo para induzir a CIP1A1 e CIP3A4, resultando em um aumento da
interagdo entre uma ampla gama de xenobidticos e hormdnios endogenos. Por causa da
auséncia de dados farmacocinéticos do FIP tanto em baixo nivel de exposi¢do quanto a longo
prazo, é dificil chegar a conclusdes sobre os potenciais riscos de exposi¢do ao FIP para a
populacdo humana (DAS et al., 2006).
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5.MATERIAL E METODOS

Para realizar o estudo de farmacocinética foram utilizados bovinos mesti¢os, machos e
fémeas, localizados na estacdo experimental da UFRRJ. Todos os estudos foram aprovados
pelo Comité de Etica do Instituto de Veterinaria da UFRRJ sob numero 014/2014.

5.1.Preé-estudo para Determinacdo dos Pontos de Coleta

Para a determinacdo dos pontos corretos de coleta de amostras e melhor delineamento
para a construcao da curva plasmatica foram selecionados cinco (5) grupos de trés (3) animais
da seguinte forma:

- Grupo F3 (GF3) - Foram medicados com a F3 no volume de 1mL para cada 50 Kg de pc,
correspondendo a dose de 1 mg/Kg de pc.

- Grupo F4 (GF4) - Foram medicados com a F4 no volume de 1mL para cada 50 Kg de pc,
correspondendo a dose de 1 mg/Kg de pc

- Grupo F10 (GF10) - Foram medicados com a F10 no volume de 1mL para cada 50 Kg de
pc, correspondendo a dose de 2 mg/Kg de pc.

- Grupo F11 (GF11) - Foram medicados com a F11 no volume de 1mL para cada 50 Kg de
pc, correspondendo a dose de 2 mg/Kg de pc

- Grupo FIP pour-on (GFPO) - Os animais foram medicados com uma formula¢do comercial
de FIP pour-on' com o volume de 1mL/10Kg de pc, correspondendo a dose de 1 mg/Kg.

O quinto grupo foi tratado com FIP através de formulacdo disponivel comercialmente
com boa aceitacdo pelo mercado via topica, pour-on. Este grupo foi utilizado como base de
comparagao para as demais formulagdes.

Antes do tratamento foi coletada uma amostra de sangue de cada animal, estas foram
chamadas de tempo zero. Apés o tratamento foram coletadas novas amostras nos tempos 0, 4,
8, 10, 12, 24, 30, 36h, 2, 3, 6, 8, 10, 13 e 15 dias. Durante a coleta de sangue foram utilizados
tubos heparinizados vacuntainer de 6mL (BD®) e agulha multipla descartavel 25x8 (BD®).
Apbs coletadas as amostras foram analisadas conforme descrito no capitulo 1l e foi
quantificado apenas o fipronil. Os niveis de sulfona foram monitorados pelo aumento da area
encontrada nos tempos de retencédo do fipronil sulfona nas amostras analisadas.

Os resultados encontrados foram comparados entre si para determinar os melhores
tempos de coleta para construgdo do perfil plasmético da formulacéo e sua comparagdo com a
formulacdo disponivel comercialmente.

5.2.Construcéo do Perfil Plasmatico Subcutaneo

Para a determinacdo do perfil plasméatico das formula¢bes F10, F11 e FIP pour-on
foram selecionados 18 bovinos machos com peso corporal variando de 117 a 544 kg, adultos,
mesticos de Red Angus X Nelore. Com base no peso corporal, obtidos através da pesagem

! TopLine® RED pour-on (Merial Brasil); Lote:098/14; Fabricacdo:AGO14; Validade:AGO17
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individual com balanca eletronica da marca Coima, os animais foram randomizados em trés
(3) grupos de oito (8) animais da seguinte forma:

- Grupo F10 (GF10) - Foram medicados com a F10 no volume de 1mL para cada 50 Kg de
pc, correspondendo a dose de 2 mg/Kg de peso corporal.

- Grupo F11 (GF11) - Foram medicados com a F11 no volume de 1mL para cada 50 Kg de
pc, correspondendo a dose de 2 mg/Kg de peso corporal.

- Grupo FIP pour-on (GTL) - Os animais foram medicados com uma formulacdo comercial de
fipronil pour-on com o volume de 1mL/10Kg de pc, correspondendo a dose de 1 mg/Kg pc.

Antes do tratamento foi coletada uma amostra de sangue de cada animal, estas foram
chamadas de tempo zero. Apos o tratamento foram coletadas novas amostras nos tempos 0, 4,
12h, 2, 7, 14, 15, 16, 17, 21, 28, 30 e 35 dias. Durante a coleta de sangue foram utilizados
tubos heparinizados vacuntainer de 6mL (BD®) e agulha mdltipla descartavel 25X8 (BD®) .
Apo6s coletadas as amostras foram analisadas conforme descrito no capitulo Il e foram
quantificados fipronil e fipronil sulfona.

Os valores de concentracdo plasmatica encontrados foram analisados individualmente
para cada animal. A construcdo da curva de concentracdo plasmatica versus tempo foi
realizada através do programa PK Solutions 2.0 (Ashland, 1999). Os parametros
farmacocinéticos foram determinados utilizando o modelo dos métodos independente para a
determinacdo dos parametros farmacocinético de concentragdo méaxima absorvida (Cmax),
tempo onde ocorre o Cmax (Tmax), tempo de meia-vida (T1/2), &rea sobre a curva de zero até
a Ultima concentracdo possivel de ser quantificada (AUC 0-t) e area sobre a curva de zero a
infinito (AUC 0- a). Os resultados foram expressos em relacdo & média geométrica £ CV.

5.3.Construcao do Perfil Plasmatico Intravenoso

Para a construgdo perfil plasmatico intravenoso e consequente determinacdo do fator
de biodisponibilidade, foram selecionados 4 animais.

Devida a falta de solubilidade do fipronil em solugbes aquosas foi preparada uma
formulacdo 5% no veiculo com maior quantidade de N-metilpirrolidona, ou seja, 30%. Esta
foi administrada via intravenosa na dose de 1mL para cada 50kg de peso vivo. Antes do
tratamento foi coletada uma amostra de sangue de cada animal, estas foram chamadas de
tempo zero. Ap0s o tratamento foram coletadas novas amostras nos tempos 0, 4, 6, 12h, 2, 3,
4 e 5 dias. Durante a coleta de sangue foram utilizados tubos heparinizados vacuntainer de
6mL (BD®) e agulha multipla descartavel 25x8 (BD®). Apés coletadas as amostras foram
analisadas conforme descrito no capitulo Il e foram quantificados fipronil e fipronil sulfona.

Os parametros farmacocinéticos foram determinados conforme descrito no item
anterior.

O célculo da biodiodisponibilidade (F) foi realizado utilizando-se a via intravenosa
como referéncia, ja que toda medicagdo é absorvida nesta via, de acordo com a seguinte
formula:

F (%) = AUC 0- o teste X DOSE referéncia
AUC 0- o referancia X DOSE teste
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6.RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.Preé-estudo para Determinacgdo dos Pontos de Coleta

Apos andlises das amostras coletadas foram construidos os graficos com para as
concentragdes de FIP e as areas de SULF (Figura 14). E possivel perceber que a formulagéo
F11 apresentou um perfil similar ao fipronil pour-on (GFPO). As formulagdes com 10% de
FIP alcancam maiores concentragcdes de SULF quando comparadas as de 5%. Quanto maior a
concentracdo de NMP menor a concentracao plasmatica de FIP.

As concentracdes plasmaticas de SULF continuam aumentando ap6s 15 dias. O Cmax
de FIP foi alcancado em até 48h. Existem registros na literaatura que descrevem o SULF com
um metabolito ativo, pois sdo inibidores do canal GABA e dos receptores de glutamato, sendo
0 SULF um inibidor ainda mais efetivo e com maior persisténcia na corrente sanguinea uma
vez que o FIP é rapidamente metabolizado via CYP a SULF (BLAGBURN; DRYDEN, 2009;
LACROIX et al., 2010; PRULLAGE et al., 2011; ROQUES et al., 2012). Como as
formulacBes 10 e 11 apresentaram perfis com areas crescentes do SULF estas foram
escolhidas para a construgdo do perfil plasmatico e comparagdo ao produto comercial.
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Figura 14:Curvas plasmaéticas das cinco formulagdes de fipronil

6.2.Construcéo do Perfil Plasméatico Subcutaneo

Para a construcdo do perfil plasmético dos grupos GF10, GF11 e GFPO cada animal
foi analisado individualmente. Apds a transformacéo logaritmica do eixo Y ndo foi observada
a presenca de dois compartimentos logo foi utilizado o modelo ndo compartimental
assumindo a premissa de que a droga esta uniformemente distribuida pelo corpo. A tabela 14
e figuras 15 e 16, descrevem os dados farmacocinéticos encontrados apos analise do sangue
dos animais tratados com F10, F11 e GFPO. Novamente os resultados demonstram um Cmax
de SULF superior ao do FIP na F11 e o perfil inverso na F10 e GFPO. Quando comparamos a
AUC e o Cmax apresentados pelas F10 e F11 os valores apresentados em F11 sdo sempre
inferiores. Estes dados indicam que a o aumento da NMP provocam uma liberagdo mais lenta
do FIP para a circulacdo sanguinea. Aliada a estes dados em F11 ocorre um grande aumento
do Vd do FIP sugerindo um segundo compartimento, provavelmente pela formacdo de um
depdsito da formulacdo. O Vd de SULF e maior em F10 e menor em F11 quando comparado
aos valores encontrados de Vd para FIP e Os Tmax de FIP e SULF se encontram mais
distantes na F11 do que na F10. Estes dados também sugerem que o aumento da NMP
desacelerou a biotransformacédo de FIP para SULF, corroborando com a ideia da formacéo de
um deposito da formulacéo no local de aplicagéo.

Nas trés formulacdes o Tmax da SULF s6 foi alcancado em torno de 400h,
aproximadamente 16 dias. Este é o tempo necessario para que ocorra a biotransformacédo do
FIP em SULF, com esta cinética e possivel afirmar que a biotransformacdo ndo é pré-
sistémica, sendo necessario 0 monitoramento das duas moléculas.

As F10 e F11 possuem T1/2 para o FIP proximo uma vez que o se trata da mesma
droga, dose e via de administracdo. Quando realizamos a relagédo da AUC 0-a de SULF/FIP
encontramos os valores de 1,3; 15 e 1,5 para F10, F11 e FIP pour-on respectivamente. Estes
valores indicam a quantidade circulante na corrente sanguinea de SULF em relacdo ao FIP.
Assim pode-se dizer que ao fim de 30 dias para a F11 a quantidade do SULF na circulacédo
sanguinea é 15 vezes maior que a do FIP. Este fato pode ajudar na eficécia antiparasitaria da
formulacdo uma vez que a SULF é um metabolito ativo (RAVETON et al., 2007).

Tabela 14:Parametros farmacocinéticos de fipronil e fipronil sulfona para as formulac6es 10,
11 e fipronil pour-on

Parametro F10 F11 FIP pour-on
FIP SULF FIP SULF FIP SULF
683,9 = 143,2 =
Cmax (ng/mL) 2466,2 242,7+1009 17,034 178,7+66,6 1222 102,9 + 87,1
Tmax (h) 407,1+0,8 4318+1121 1223é76i 4095+446 47901 3919+208
AUC 0-t 99172,0 + 76830,3 = 4645,1 + 55910,3 + 26727,6 = 28040,1
(ng.h/mL) 208405,0 36742,8 2020,0 32458,1 43779,9 +22121,3
AUC 0-a 99407,9 + 129063,9 + 5084.,6 £ 76297,4 = 27352,4 = 39808,8 +
(ng.h/mL) 208925,6 84390,8 2525,8 82555,6 44300,0 32993,8
T1/2 (h) 36,9+£38,2 422,4+3986 38,7%411 22115541 100,8+48,6 153,2+78,1
vd (mL/Kg) 1067,2 £ 94123 + 21568,4 + 8115,7 + 5316,0 = 9264,3 =
g 794,6 24929,6 11227,5 3062,0 5199,3 11101,5

Cmax= concentracdo maxima; Tmax= tempo em que foi detectada a concentragcdo maxima; T1/2= tempo de
meia-vida; AUC= area sob a curva; Vd= volume de distribuicdo; FIP= fipronil; SULF=fipronil sulfona
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Figura 15: Perfil plasmético de fipronil (FIP) e fipronil sulfona (SULF) para formulacdo F10

400 ~

F11

350 +

]
n
<

—_

Conc. (ng/mL)
]
<
<

100
” -—
-
T -
o
0 200 400 600 800 1000
FIP = = SUIF Tempo (hora)

Figura 16: Perfil plasmatico de fipronil (FIP) e fipronil sulfona (SULF) para a formulacéo
F11

56



400

350 | FIP pour on
300 -
3 250 -
£
2200 4
g
2150
&
100
N
50 ~ {. ‘I
0 : it .
0 200 400 600 800 1000
= F]P = = SULF Tempo (hora)

Figura 17: Perfil plasmético de fipronil (FIP) e fipronil sulfona (SULF) para fipronil pour-on

6.3.Construcdo do Perfil Plasmaético Intravenoso

Para a construcdo do perfil plasmatico o resultado de cada animal foi analisado
individualmente. O modelo utilizado foi 0 ndo compartimental.

Através das AUC e doses administradas foi calculada a biodisponibilidade de 10,3; 0,5
e 0,3% para F10, F11 e GFPO respectivamente (Tabela 16).

Tabela 15: Parametros farmacocinéticos para administracdo intravenosa de fipronil 5%

Pardmetro 1V 5%
Cmax (ng/mL) 159,8 + 197,8
Cinicial (ng/mL) 148,2 + 204,9
AUC 0-t (ng.h/mL) 4032,3 + 3037,3
AUC 0-o (ng.h/mL) 6498,8 + 3060,6
T1/2 (h) 22,6 +434
Vd (mL/Kg) 4972,7 +10075,8

Cmax= concentracdo maxima; Cinicial= concentracdo inicial; T1/2= tempo de meia-vida; AUC= area sob a
curva; Vd= volume de distribuicdo; I'V= intravenoso

Administracéo IV FIP 5%
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Figura 18:Perfil plasmatico de fipronil e fipronil sulfona para F10
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Tabela 16: Valores de biodisponibilidade absoluta de fipronil das formulacbes F10, F11 e
Fipronil pour-on

FormulacGes Doses AUC 0-a F
F10 10% 99407,9 10,3%
F11 10% 5084,6 0,5%
FIP pour-on 1% 27352,4 0,3%
v 5% 4830,7 -—-

AUC= érea sob a curva; F= biodisponibilidade; I\V= intravenoso

Outros autores ja avaliaram os parametros farmacocinéticos do FIP. LEGHAIT et al.,
(2009) apds administracdo diéria de FIP pela via intra-gastrica em ratos na dose de 3 mg/Kg
por 14 dias encontraram concentracfes abaixo do limite de quantificacdo do método (100
ng/mL) nos dias avaliados. Em outro estudo, apds administracdo oral de FIP na dose de 0,5
mg/Kg/dia em ratos durante quatro dias, LEGHAIT et al., (2010) encontraram concentracfes
abaixo do limite de quantificacdo do método (50 ng/mL) em todos os tempos avaliados
durante 14 semanas. LACROIX et al., (2010) encontraram concentracdo plasmatica para o
FIP variando de 10,7 ng/mL a 231,0 ng/mL a partir de administragdo oral diaria na dose de 3
mg/Kg por 13 dias em ratos. GUO-XIN et al., (2006) ap6s administracao intravenosa Unica de
FIP na dose de 3 mg/Kg em coelhos encontrou Cmax de 3,48 mg/L em modelo de dois
compartimentos com t 1/2a de 0,32h e t1/23 de 3,25 h. A AUC encontrada foi 4,96 mg.h/L.
Um estudo envolvendo a administracdo de FIP na dose de 1mg/kg via subcutanea encontrou
Cmax de 378ng/mL com o Tmax de 10h, um T1/2 de 12 dias (288h) e a AUCy. em 19388
ng.h/mL(CID et al., 2016). Os valores de Cmax encontrados para a F10 sdo aproximadamente
o dobro (683ng/mL) do descrito por Cid, 2016 e a AUC é de 99172ng.h/mL, valor bem maior.
Isto pode ser explicado pela dose administrada ser de 2 mg/kg e as diferencas dos veiculos
empregados. Como descrito anteriormente 0 uso da NMP aumentou a solubilidade do FIP,
possibilitando ser veiculado a 10% e provavelmente diminuiu a liberacdo do ativo do seu
local de aplicacdo aumentando o Tmax. Os aumentos nos valores de T1/2 também podem ser
associados a alta lipofilicidade do FIP que tende a formar depdsitos em tecidos adiposos
(TINGLE et al., 2003).
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7.CONCLUSOES

O aumento de NMP diminui a distribui¢do do FIP e aumenta a concentragao de SULF.

A formulacdo F10 possui a maior biodisponibilidade quando comparadas a F11 e FIP
pour-on.

Para a F10 o FIP administrado via SC atinge a sua concentracdo maxima em
aproximadamente 17 dias com um Cmax de 683 ng/mL enquanto o SULF leva 18 dias
alcancando um Cmax de 242 ng/mL. Os valores de AUC sdo 99172 e 76830 ng.h/mL para
FIP e SULF respectivamente com T1/2 de 36 h para FIP e 422 h para SULF.

Para a F11 o FIP administrado via SC atinge a sua concentracdo maxima em
aproximadamente 5 dias com um Cmax de 17 ng/mL enquanto o SULF leva 17 dias
alcancando um Cmax de 178 ng/mL. Os valores de AUC sdo 4645 e 55910 ng.h/mL para FIP
e SULF respectivamente com T1/2 de 38 h para FIP e 217 h para SULF.

Para a FIP pour-on o FIP administrado via tdpica atinge a sua concentracdo maxima
em aproximadamente 2 dias com um Cmax de 143 ng/mL enquanto o SULF leva 16 dias
alcancando um Cmax de 102 ng/mL. Os valores de AUC sdo 26727 e 28040 ng.h/mL para
FIP e SULF respectivamente com T1/2 de 100 h para FIP e 153 h para SULF.
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CAPITULO IV

EFICACIA DAS FORMULAC;OES INJETAVEIS DE FIPRONIL NO
CONTROLE DE FORMAS IMATURAS DE Haematobia irritans EM
BOVINOS
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1.RESUMO

A mosca-dos-chifres (Haematobia irritans) descrita por Linnaeus em 1758 e reconhecida
como uma praga de bovinos na Franca em 1830 foi introduzida acidentalmente em paises
onde a bovinocultura encontrava-se em expansao, tornando-se uma das principais pragas da
pecudria na atualidade. A atividade hematdfaga da mosca-dos-chifres ndo é seu aspecto mais
nocivo. O epiteto especifico da espécie em latim, “irritans”, ¢ explicado pelo principal efeito
que este diptera proporciona que € a irritacdo causada ao animal infestado, deixando-o
extremamente agitado, e conduzindo o animal ao estado critico de estresse, este sim
responsavel pelos maiores prejuizos observados em rebanhos infestados causando diminuicéo
do ganho de peso, da producdo de leite, do apetite e da conversdo alimentar, pode levar os
animais a morte. Para o controle quimico deste parasito foram utilizadas drogas como
organafosforados e avermectinas. Foi demonstrada a eficacia superior a 95% da formulacéao
fipronil 1% pour-on para a controle de H.irritans em novilhas. O objetivo do presente estudo
foi avaliar a eficacia das formulagdes F10 e F11 no combate a H.irritans atraves do controle
do ciclo evolutivo deste parasita e comparar os resultados com a formulagéo tépica comercial
disponivel. Para isso foram utilizados 24 animais divididos em 4 grupos. Cada grupo foi
tratado com uma formulacdo e um grupo permaneceu sem tratamento. Foram coletadas fezes
dos animais nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias. Apos a coleta o material foi incubado junto a ovos
de H.irritans para observacdo da evolucgédo do ciclo bioldgico. Apds 48 horas de incubacéo foi
avaliado a eclodibilidade das larvas, com 8 dias foram separadas e quantificadas as pupas e
com 15 dia de incubacdo foi realizada a contagem da emergéncia de adultos utilizada para o
calculo da eficacia. Os resultados demonstraram que apés 14 dias de tratamento as
formulagcbes F10 e F11 foram eficazes para o controle de H.irritans com eficacia na inibicédo
da eclosédo de ovos de 74 e 97% respectivamente enquanto formulacdo topica comercial ndo
apresentou nenhuma eficacia. Estes resultados demonstram que as formulaces F10 e F11 sdo
capazes de inibir o ciclo evolutivo de H.irritans em bovinos.

Palavras-chave: Fipronil. Eficcia. Mosca-dos-chifres
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2.ABSTRACT

The horn fly (Haematobia irritans) described by Linnaeus in 1758 and recognized as a cattle
plague in France in 1830 was accidentally introduced in countries where the cattle was in
expansion, becoming one of the major pests of livestock in today. The hematophagous
activity of the horn fly is not its most harmful aspect. The Latin name, "irritans" is explained
by the main effect that this diptera provides an irritation, leaving him extremely agiteted, and
leading the animal to the critical state of stress. It is responsible for the greatest damage
observed causing depressed weight gain, low milk production, lack of appetite and food
conversion, may lead animals to death. For chemical control of this parasite were used drugs
as organophosphates and avermectin. It was demonstrated efficacy up to 95% for fipronil
formulation 1% pour-on to control H.irritans in heifers. The aim of this study was evaluated
the efficacy of F10 and F11 formulations to control H.irritans by controlling of the
evolutionary cycle of the parasite and compare the results with commercial topical
formulation available. Twenty-four animals divided into four groups were used. Each group
was treated with one formulation and a group was without treatment. Animal feces were
collected at 0, 7, 14 and 21 days. After collecting the material was incubated at H.irritans
eggs to observe the evolution of the biological cycle. After 48 hours of incubation larvae
hatchability was evaluated, with 8 days were quantified pupae and 15 days after incubation
was performed adult eclosion count used to calculate efficiency. The results showed that after
14 days of treatment formulations F10 and F11 were effective for controlling H.irritans with
efficiency in inhibiting hatching of eggs the 74 and 97% respectively while commercial
topical formulation showed no efficacy. These results demonstrate that formulations F10 and
F11 are able to inhibit the life cycle of H.irritans in cattle.

Keywords: Fipronil. Effectiveness. Horn fly
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3.INTRODUCAO

A mosca-dos-chifres (Haematobia irritans) descrita por Linnaeus em 1758 e
reconhecida pela primeira vez como uma praga de bovinos na Franca em 1830. Foi
introduzida acidentalmente em paises onde a bovinocultura encontrava-se em expansao,
tornando-se uma das principais pragas da pecudria na atualidade. A atividade hematofaga
da mosca-dos-chifres ndo é seu aspecto mais nocivo.

O epiteto especifico da espécie em latim, “irritans”, ¢ explicado pelo principal
efeito que este diptera proporciona que € a irritacdo causada ao animal infestado,
deixando-o extremamente agitado, e conduzindo o animal ao estado critico de estresse
este sim responsavel pelos maiores prejuizos observados em rebanhos infestados causando
diminuicdo do ganho de peso, da producao de leite, do apetite e da conversdo alimentar,
pode levar os animais a morte. Este parasito é incriminado com causador de milhGes de
reais emprejuizos anuais para nossa pecuaria bovina.

Para o controle quimico deste parasito vem sendo utilizados grupamentos como 0s
organafosforados piretroides, fenilpirazoles e avermectinas empregadas por via topica sob
a forma de pulverizacdo, pou-on ou brincos impregnados. Existem algumas publicacfes
indicando que as lactonas empregadas por via sistémica (injetavel) teriam acdo sobre as
formas evolutivas deste diptero em desenvolvimento no bolo fecal. A acdo seria
determinada pela excrecdo dos metabdlitos ativos das avermectinas que sdo eliminadas
pela via hepética (biliar), impedindo assim o desenvolvimento da fase do ciclo evolutivo
que ocorre no bolo fecal dos bovinos.

O fipronil, Gnica molécula pertencente ao grupo dos fenilpirazoles empregada em
bovinos no Brasil, quando empregada por via topica apresenta eficacia sobre as formas
evolutivas presentes no animal, caracterizando assim seu efeito mosquicida para adultos.
Nédo foram encontrados relatos na literatura consultada da atuacdo dos metabdlitos do
fipronil presente nas fezes de bovinos e uma possivel correlagdo com acdo larvicida sobre
as formas evolutivas de H. irritans presentes no bolo fecal.

O objetivo do presente estudo foi avaliar se fipronil empregado por via injetavel
por via subcutanea em bovinos seria capaz de interferir de forma significativa no
desenvolvimento das formas evolutivas de H. irritans presentes nas fezes inibindo o
desenvolvimento larva a adulto.
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4.REVISAO DE LITERATURA

Nos Estados Unidos da América (EUA), a presenca de Haematobia irritans foi
relatada inicialmente no Estado da Filadélfia no século XIX, entre os anos de 1884 e 1886
vindas com animais importados do Sul da Europa, difundiu-se por toda a América do Norte,
surgindo posteriormente no Canada (no ano de 1900), Havai e ilhas do Caribe. A presenca da
mosca-dos-chifres foi constatada na América do Sul no inicio do século XX, mais
precisamente na Venezuela e Colémbia na segunda metade da década de 1930 (BIANCHIN;
ALVES, 2002).

No Brasil, constatou-se a presenca da mosca dos chifres inicialmente em Roraima
entre 1976 e 1977. Devido a presenca de propriedades produtoras de bovinos localizadas em
regibes com vegetacdo de cerrado, o clima tropical com verdes chuvosos e a predominancia
do gado Nelore criado de forma extensiva sua disseminacdo foi bastante rapida no entdo
Territério de Roraima. A partir de 1984, a expansdo pelo Brasil foi mais rapida, atingindo
regides tradicionais na pecuaria nas regides Sul e Centro-Oeste (BRITO et al., 2005).

O adulto de H. irritans € uma mosca pequena, medindo entre 2 a 5 mm. Os ovos
apresentam coloragcdo marrom-escura com aproximadamente 1,20 mm de comprimento e 0,32
mm de largura. A pupa possui forma de barril, com aproximadamente 3,3 mm de
comprimento por 1,4 mm de largura (OLIVEIRA; BRITO, 2005).

Seu ciclo biolégico é semelhante ao de outros muscideos, sendo muito rapido quando
em condicOes favoraveis de temperatura e umidade. A fémea gravida deposita seus ovos
profundamente nas fezes frescas dos bovinos. As larvas de primeiro instar penetram
profundamente no esterco, protegendo-se da acdo dos raios solares e permanecem neste
estagio por aproximadamente 10 horas, quando passam a larvas de segundo instar, e depois de
18 horas, em média, alcancam o terceiro instar larval. A medida que ocorre a dessecacdo do
esterco, as larvas migram para as partes ainda imidas do bolo fecal e apds aproximadamente
64 horas eclodem dos ovos (OLIVEIRA; BRITO, 2005).

A abundéncia de moscas-dos-chifre esta relacionada tanto a fatores bioticos, como a
predacdo, competicdo e parasitismo, como a fatores abioticos. O parasitismo aumenta nos
meses com muita precipitacdo e altas temperaturas, podendo ser considerado sazonal
(OLIVEIRA; BRITO, 2005).

Ao longo de mais de um século de convivéncia, inimeras tentativas foram feitas para
0 combate da mosca-dos-chifres nos EUA, sendo considerada a maior praga para os bovinos
mesmo diante da alta tecnologia aplicada a pecuaria neste pais (BIANCHIN; ALVES, 2002).
No Brasil, a perda de peso vivo em func¢do da a¢do da mosca-dos-chifres permite estimar que
um animal com uma infestagdo media anual de 500 moscas pode sofrer perda de peso vivo
anual de aproximadamente 40 kg determinando perda total de carne para o Brasil na ordem de
milhdes de toneladas/ano (BRITO et al., 2005).

Os primeiros compostos utilizados no controle quimico de H. irritans tinham acgéo
repelente e foram misturados com graxa utilizada em mecénica ou com éleo queimado, sendo
utilizados como ativos 6leo de pinho, éleo de peixe, alcatrdo, querosene, emulsdo de fumo,
alcatrdo de pinho creosotado, p6 de piretro e rotenona. Os primeiros agentes quimicos
utilizados com sucesso no controle da mosca-dos-chifres foram o piretro e 0o pé de fumo,
sendo o piretro utilizado por pulverizagcdo com muito sucesso até o advento do DDT (Dicloro
Difenil Tricloro Etano) em 1944, quando houve uma grande revolugdo no controle quimico
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dos ectoparasitas. Ap6s a 22 Guerra Mundial, com o advento dos hidrocarbonetos clorados
como o DDT, hexacloreto de benzeno, chlordane, toxaphene, metoxychlor, lindane e carbaryl,
passou-se a fazer um controle mais eficiente. O DDT foi muito utilizado durante as décadas
de 1940 e 1950 por ser uma droga muito persistente e possuir amplo espectro, controlando
também outros ectoparasitas. Os organoclorados causam uma hiperexcitabilidade
neuromuscular, que causa a morte do inseto (BRITO et al., 2005).

Na década de 50 foi desenvolvido um novo grupo de inseticidas, os organofosforados
como o dioxathion, coumaphos e o clorpyrifos, utilizados sob a forma de pulverizagdo, pour-
on. Os organofosforados inibem algumas enzimas, principalmente a acetilcolinesterase, pela
fosforilagdo do sitio de esterificacdo da enzima, o que acarreta no bloqueio da transmissao
colinérgica do parasito, levando-o a uma paralisia espastica. Entre os anos de 1970 e 1980
foram desenvolvidos os piretrides em uso corrente até a atualidade em todo o mundo. Os
piretroides apresentam como caracteristicas: a baixa toxicidade tanto ao homem como aos
animais, facilidade de degradacdo ambiental e inicialmente uma alta eficacia no controle de
insetos, sendo que foram também utilizados de diversas formas: pulverizacdo, brincos
impregnados e polvilhamento (BRITO et al., 2005).

Na mesma época do advento dos piretroides, outras drogas foram sintetizadas para o
controle das larvas de H. irritans nas fezes, conhecidas como reguladoras de crescimento, as
quais foram utilizadas por via oral, como o methropene ou inibidores da formacéo de quitina,
como o diflubenzuron. Estas drogas sdao muito especificas para dipteras e nao afetam o
crescimento das larvas de besouros e outros insetos Uteis para a desintegracao e incorporacao
ao solo do bolo fecal (BRITO et al., 2005).

As avermectinas representam uma moderna classe de lactonas macroliticas, que tém
demonstrado atividades nematocida, acaricida e inseticida produzidas a partir de secrecGes
naturais produzidas por um actinomiceto, o Streptomyces avermetillis, que inicialmente foi
isolado no Japdo em uma amostra de solo da cidade de Kawana, em 1976. Esta classe de
inseticidas tem influenciado muito o arsenal quimico utilizado no controle de artropodes,
tanto na agricultura como em parasitas de mamiferos (BRITO et al., 2005).

Doramectina empregada por via subcutanea na dose de 200mcg/kg de pc demonstrou
ser eficaz na inibicdo do desenvolvimento larva-adulto nas fezes de bovinos naturalmente
infestados por H. irritans. Estudo in vitro foi desenvolvido empregando-se fezes dos animais
medicados e controle negativo que foram inoculados com ovos de H. irritans em diferentes
momentos experimentais (ANZIANI; FLORES; GUGLIELMONE, 2000). Da mesma forma
outro estudo estabeleceu a eficacia da ivermectina empregada por via pour-on em bovinos na
interrupcdo do desenvolvimento larva-adulto de H. irritans em fezes. Através de ensaio in
vitro, demonstraram eficécia variando de 100% (dia +4) a 58% (dia +58) (MARLEY; HALL;
CORWIN, 1993).

Com relacdo ao fipronil foi demonstrada a eficicia superior a 95% da formulagéo
fipronil 1% pou-ron para a controle de H.irritans em novilhas (GUGLIELMONE et al., 2000)

Durante pelo menos cem anos, inimeras tentativas foram feitas para combater a
mosca-dos-chifres nos EUA. No entanto, a mosca voltava a reinfestar os rebanhos, tornando-
se cada vez mais importante quanto aos prejuizos causados. Pelo menos dois fatores foram
responsaveis por tal fato: o aumento do nimero de bovinos e 0 emprego de produtos quimicos
cada vez mais sofisticados, culminando com os inseticidas industriais amplamente usados
(BRITO et al., 2005).

O primeiro registro de resisténcia da mosca-dos-chifres as drogas utilizadas no seu
controle foi feito por McDuffie (1960), que observou um decréscimo na eficiéncia do
toxophene, uma droga da classe dos organoclorados que em concentracdo de 0,5% e aplicado
por pulverizacdo ndo alcangou o controle antes observado. A resisténcia aos organofosforados
(fenchlovos (ronnel)) foi demonstratada apds o uso intensivo por trés anos consecutivos da
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droga sob a forma de “backrubbers”. Sheppard (1983) constatou apdés um ano e meio de uso
de tetraclorvinphos por via oral o aparecimento da resisténcia em uma populacdo de H.
irritans na Gedrgia (EUA), sendo que este mesmo autor também detectou diminuicdo da
eficiéncia de brincos impregnados com tetraclorvinphos, levantando a suspeita da possivel
resisténcia das moscas a este produto. Ensaios conduzidos por Sheppard (1984) demonstraram
que ap6s quatro anos da utilizacdo de brincos impregnados com fenvalerato a eficicia do
produto foi declinando sucessivamente (apud BRITO et al., 2005).

No Brasil populacgdes resistentes de H. irritans foram identificadas (BARROS et al.,
2013; CASTRO-JANER et al., 2009).

A presenca da mosca-dos-chifres sobre o rebanho bovino nacional é motivo de
preocupacdo, dada a necessidade na manutencdo sanitaria dos rebanhos, bem como a
competitividade da cadeia produtiva bovina, por isso devem ser buscadas solucdes pro- ativas
viaveis para a manutencdo dos limiares econdémicos na exploracdo da pecuéaria bovina no que
refere ao controle das ectoparasitoses bovinas (BIANCHIN; ALVES, 2002; BIANCHIN;
KOLLER; DETMANN, 2006; BRITO et al., 2005).
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5.MATERIAL E METODOS
5.1.Local do Estudo

O estudo foi realizado na area de campo da unidade da PESAGRO-SEROPEDICA,
localizada no municipio de Seropédica, no Estado do Rio de Janeiro, foram empregados 24
bovinos mesticos de Gir e Holandes, fémeas, ndo gestantes, ndo lactantes

Os animais foram separados por piquetes apds o tratamento. Permanecendo um grupo
em cada piquete. Todos os estudos foram aprovados pelo Comité de Etica do Instituto de
Veterindria da UFRRJ sob nimero 014/2014.

5.2.Formacao dos Grupos Experimentais

Os animais foram ranqueados em quatro grupos experimentais de seis animais cada
com base no peso corporal.

Para formacdo dos grupos experimentais, os animais foram listados em ordem
decrescente do peso corporal. Os quatro animais com peso mais elevado foram destinados a
repeticdo 1, os quatro seguintes a repeticdo 2, até que tivesse sido formado 10 repeticdes.
Dentro de cada repeticdo, cada animal foi destinado por sorteio (a0 acaso) a cada um dos
grupos de tratamento.

Os grupos formados foram:

- Grupo Controle (GC)

- Grupo F10 (GF10), os animais foram medicados com a formulagdo F10 contendo
10% de FIP no volume de 1mL/50Kg de peso corporal por via injetdvel subcutanea,
correspondendo a dose de 2mg/Kg pc.

- Grupo F11 (GF11), os animais foram medicados com a formulacdo F11 contendo
10% de FIP no volume de 1mL/50Kg de peso corporal, por via injetavel subcutanea,
correspondendo a dose de 2mg/Kg pc.

- Grupo Fipronil pou-on (GFPO), os animais foram medicados com uma formulagédo
comercial pour-on contendo 1% de FIP (Top line) no volume de 1mL/10Kg de pc, por via
topica, correspondendo a dose de 1mg/Kg pc

No dia imediatamente anterior ao tratamento, os animais foram pesados e o volume a
ser administrado foi calculado. Em caso de volume fracionado, este foi arredondado para
baixo. A formulacdo comercial utilizada foi a mesma descrita no capitulo anterior.

5.3.Avaliacao da Eficacia Sobre a Emergéncia de Adultos

Para a avaliacdo dos metabolitos do fipronil excretados pelas fezes e seus efeitos sobre
o0 desenvolvimento da larva a adulto de H. irritans, fezes foram coletadas diretamente do reto
de cada animal para cada tomada de tempo de dia O (antes do tratamento), dias +7, +14 e +21
(apos o tratamento). Apds a coleta o material foi acondicionado em isopor com gelo reciclado
e remetido para o laboratorio.

Para a avaliacdo in vitro da emergéncia de adultos de H. irritans, foram utilizados
ovos provenientes de moscas coletadas de bovinos oriundos do plantel de animais do LQEPV,
que estivessem sem tratamento antiparasitario, por no minimo 90 dias. Com auxilio de puca
entomoldgico confeccionado de organza, as moscas foram coletadas e, imediatamente
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acondicionadas em sacos plasticos transparentes, medindo 40X60cm, para oviposi¢éo,
seguindo metodologia adaptada de Mochi (2009). Apés 4 horas, 0s sacos com as moscas € 0S
ovos foram submetidos rapidamente a baixa temperatura em freezer por 1 minuto, para
reducdo do metabolismo das moscas.

Apos a queda de metabolismo, os adultos foram retirados do saco plastico. Este foi
aberto, os ovos foram coletados com auxilio de luminéria e pincel nimero zero umedecido em
agua ultrapura, acondicionados em placa de petri descartavel (10x10x2cm) e misturados em
agua ultrapura para auxiliar na separacdo das massas de ovos e facilitar a avaliacdo da
eclodibilidade.

Para incubacdo dos ovos, foram utilizados quadrados de papel filtro medindo 2cm de
lado, copos pléasticos descartaveis, medindo 4,5x7,0x4,5cm e fezes dos bovinos pertencentes
aos grupos experimentais.

As amostras de fezes coletadas foram montadas em duas repeticdes para cada grupo
animal de cada grupo experimental. Foram colocados10g de fezes no fundo do copo plastico
descartavel previamente pesado em balanca de precisdo da marca Marte®, e, sobre este,
delicadamente, o papel filtro contendo 30 ovos. As amostras foram fechadas com tecido
sintético TNT preto e elastico de borracha natural e acondicionadas em estufa tipo BOD com
temperatura de 27,0 £ 0,5°C e 65 £ 5% UR.

Apds 48 horas da incubacdo das amostras, o papel filtro com os ovos foi retirado do
substrato para a realizacdo da avaliacdo da eclodibilidade das larvas. Apo6s este procedimento
as amostras foram reacondicionadas em estufa nas mesmas condicdes climaticas descritas
acima.

A avaliacdo da eclodibilidade dos ovos foi realizada com o auxilio de estilete
parasitoldgico confeccionado com agulha de calibre 25X0,7mm e microscdpio estereoscépica.
Os ovos foram pressionados para visualizacdo de possivel conteddo embrionario e
consequente classificagdo como ovo nao eclodido.

No oitavo dia, as amostras foram observadas para que fosse possivel a obtencdo,
separacdo e quantificacdo de pupas. O substrato foi amolecido em agua ultrapura em
quantidade suficiente para formar uma solucdo, posteriormente foi agitado em seguida
observou-se a presenca de pupas na superficie da solucdo. As pupas flutuam em agua pois sao
recepitaculos emerticamente fechados e que contem ar no seu interior. Com auxilio de pinga
entomoldgica, as pupas foram recolhidas do substrato e delicadamente acomodadas sobre
almofada de algoddo umedecido com agua ultrapura dentro de placas plasticas de petri
(10x10x2cm) que foram fechadas com fita crepe com 2cm de largura. Apos este
procedimento as amostras retornaram para estufa nas mesmas condigdes ja descritas.

No décimo quinto dia ap0s a incubacdo dos ovos, as placas de petri contendo as pupas
foram observadas para a contagem da emergéncia dos adultos de H. irritans.

A eficacia foi calculada com a formula:

Eficacia = (NMC-NMM)/(NMC)x100
Onde: NMC = nimero de moscas emergidas do grupo controle
NMM = namero de moscas vivas emergidas do grupo medicado

Para analise estatistica 0s numeros médios das contagens de adultos foram submetidos
ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Os dados normais foram submetidos ao teste-t e 0s
dados anormais foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis com nivel de significancia de
95%. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa Bioestat 5.0.
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6.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos numeros de ovos eclodidos, pupas e adultos recuperados de H.
irritans estdo contidos na Tabela 17. As comparacdes da eficacia na eclosdo de adultos estdo
descritas na Figura 19.

EF10 OF11 OFIPpouron

100

80 -

60 -

40

Eficacia (%)

168/7* 336/14* 504/21*
Tempo (h/dias)

Figura 19:Eficacia na inibicdo do ciclo bioldgico de mosca-dos-chifres das formulacdes
contendo fipronil. (* = diferenca estatistica de eficacia)

As observacdes obtidas para o dia 0, data anterior ao tratamento, demonstraram que 0s
animais envolvidos no estudo estavam isentos de acdo de ectoparasiticidas que pudessem
interferir no desenvolvimento da fase de larva a adulto de H. irritans. E possivel verificar uma
eclosdo média de ovos de 37,7 para 0 GC, 47,0 para 0 GFPO, 45,5 para o GF10 e 36,7 para 0
GF11. Para a recuperacdo de pupas foi possivel observar valores médios de 15,7 para o GC,
20,0 para o GFPO, 16,8 para o0 GF10 e 16,7 para o GF11l. Quanto a moscas adultas a
recuperacdo media foi de 13,0 para o GC, 16,3 para 0 GFPO, 13,3 para 0 GF10 e 13,7 para o
GF11. A comparacdo estatistica dos entre os valores medios de recuperagdo de moscas
adultas ndo demonstrou ocorrer diferenca significativa no nivel de 95% de significancia.
Desta forma pode-se afirmar que os grupos estavam devidamente ranqueados e livres de
possiveis interferéncias intrinsecas que pudessem promover um viés dos resultados (Tabela
17).

No dia +7 apds o tratamento as emergéncias médias de adultos dos puparios para cada
grupo experimental foram de 11,5 para o GC; 6,5 para 0 GFPO; 3,5 para 0 GF10; e 4,7 para o
GF11. As eficacias na inibicdo do desenvolvimento larva a adulto observadas foram de:
43,5% para 0 GFPO; 69,6% para o0 GF10; e 58,9% para 0 GF11. A andlise estatistica das
comparacOes dos valores de médias de emergéncia de adultos demonstrou que para o dia +7
apos o tratamento constatou-se diferencga significativa entre a média do GC e do GF10 e
GF11. Né&o foi constado diferenga significativa entre o0 GC e o GFPO. Nao foi observado
diferenca significativa entre as medias GF10 e GF11 (Tabela 17).
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No dia +14 ap0s o tratamento as emergéncias médias de adultos dos puparios para
cada grupo experimental foram de: 26,2 para o GC; 29,0 para o0 GFPO; 6,8 para o GF10; e 0,7
para 0 GF11. As eficacias na inibicdo do desenvolvimento larva a adulto observadas foram
de: 0% para o GFPO; 73,9% para o GF10; e 97,5% para o GF11. A andlise estatistica das
comparacgOes dos valores de médias de emergéncia de adultos demonstrou que para o dia +14
apos o tratamento constatou-se diferenca significativa entre a média do GC e GF11. Né&o foi
constado diferenca significativa entre as medias GC e o GFPO. Nao foi observado diferenca
significativa entre as medias GF10 e GF11 (Tabela 17).

No dia +21 ap0s o tratamento as emergéncias médias de adultos dos puparios para
cada grupo experimental foram de 20,7 para o GC; 22,8 para o0 GFPO; 6,2 para o GF10; e 4,8
para 0 GF11. As eficacias na inibicdo do desenvolvimento larva a adulto observadas foram
de: 0% para o GFPO; 70,2% para o GF10; e 76,6% para 0 GF11. A andlise estatistica das
comparacgOes dos valores de médias de emergéncia de adultos demonstrou que para o dia +21
apos o tratamento constatou-se diferenca significativa entre a média do GC e GF11. Nao foi
constado diferenca significativa entre o GC e o GFPO. N&o foi observado diferenca
significativa entre 0 GF10 e GF11 (Tabela 17).

As observacdes numéricas permitem afirmar que o GF11 foi o que apresentou 0s
melhores resultados para a inibi¢cdo do desenvolvimento larva a adulto nas fezes de bovinos
quando comparado aos outros grupos experimentais que foram medicados. Entretanto
estatisticamente ndo foi possivel comprovar no nivel de 95% esta diferenga numérica para
GF10 (Tabela 17).

A metabolizacéo do fipronil apds aplicagdo em mamiferos ocorre no figado levando a
formacdo do metabolito fipronil sulfona que posteriormente vem a ser eliminado pela urina.
Aproximadamente 45% a 75% de fipronil intacto é excretado através das fezes
(GUNASEKARA; TROUNG, 2007).

As diferencas observadas entre os niveis de eficacia para os GF10 e GF11 com relagdo
ao GFPO estdo correlacionadas as caracteristicas de biodisponibilidade observadas para cada
grupo descrito no Capitulo 111 deste estudo.

Para 0 GF10 pode-se perceber a maior eficacia junto ao Cmax de fipronil, produto
excretado preferencialmente via fezes, local onde se observa a eficacia do produto. No Gltimo
tempo de coleta de fezes, onde a concentracdo de fipronil sulfona (excretado
preferencialmente via urina) € superior a de fipronil a eficacia na eclosdo de adultos comeca a
diminuir (Figura 20).
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Figura 20:Correlacdo farmacocinética - farmacodinamica da formulacdo F10

O mesmo comportamento pode ser observado no GF11 (Figura 21).
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Figura 21: Correlacdo farmacocinética - farmacodindmica da formulagéo F11

Para o GFPO, onde as concentracfes de fipronil sdo muito inferiores a eficacia so foi
observada no primeiro tempo de coleta (+7), ap0s este tempo a concentracdo de fipronil na
corrente sanguinea estd muito baixo, porém ainda se observa concentragdes do fipronil
sulfona. A falta de eficacia encontrada nos tempos seguintes (+14 e +21) pode ser atribuida a
via de excrecdo do produto de metabolismo ser urinéria e o efeito de inibigdo do ciclo
bioldgico do parasita ser nas fezes (Figura 22).
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Figura 22: Correlacdo farmacocinética - farmacodinamica da formulagéo topica comercial

Guglielmone et al.(2000), demonstraram a a¢do tdpica do fipronil sobre as formas
adultas de H. irritans observando niveis superiores a 95% de eficacia quando empregado na
dose de 1mg/Kg pc. Desta forma a acdo mosquicida do fipronil j& havia sido reportada.
Entretanto ndo se encontrou dados na literatura pesquisada que demonstrassem a eficacia do
fipronil empregado por via subcutanea e pour-on sobre o desenvolvimento de larva a adulto
para H.irritans. Tal achado ja havia sido relatado nos trabalhos de Guglielmone et al. (2000)
para doramectina injetavel e Corwin et al (1993) para ivermectina pou-on, demonstrando a
eficacias destas lactonas na inibicdo do desenvolvimento larva a adulto de H. irritans, em
ensaios com metodologias similares.

A possibilidade da utilizacdo de fipronil por via injetavel para o controle das formas
imaturas presentes nas fezes dos animais, onde se processa boa parte do ciclo evolutivo, e
consequentemente é a porta de reinfestacdo dos animais, abre novas perspectivas para o
controle da H. irritans em bovinos.
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Tabela 17:Resultados dos nimeros de larvas, pupas e adultos de Haematobia irritans recuperados das fezes de bovinos ndo medicados e
medicados com duas formulagdes de fipronil empregado por via subcutanea (F10 e F11) com uma formulagdo pour-on.

Vol, Ndmero total de formas evolutivas recuperadas das repeticdes para cada tempo de desafio
Formulacao Animal Peso (kg) adm, Dia 0 +7 +14 +21
(mL) Ovo's Pupas Adultos Ovos Pupas Adultos Ovo Pupas Adultos Ovo Pupas Adultos
Sem tratamento 456 490 - 41 13 12 24 12 11 59 42 24 56 38 30
256 385 - 29 20 16 23 13 11 52 30 20 53 34 17
655 380 - 36 14 10 26 18 17 54 43 34 53 35 24
742 295 - 46 26 24 31 0 0 59 7 6 57 0 0
944 290 - 43 5 5 22 15 15 54 41 36 48 25 19
105 270 - 31 16 11 20 15 15 59 50 37 48 35 34
Média* 37,7 15,7 13,0 24,3 12,2 11,5% 56,2 355 26,2° 52,5 27,8 20,72
Desvio 6.2 6.5 59 35 58 56 29 140 110 35 131 110
Fipronil 243 485 48,4 49 16 14 33 4 4 49 31 28 49 27 18
pour-on” 322 390 39 49 0 0 40 0 0 49 2 0 25 1 0
416 380 38 42 27 19 48 9 8 53 30 27 46 26 20
548 300 30 47 28 20 40 20 8 52 35 30 56 42 35
988 285 28,4 51 13 13 55 15 14 58 55 51 54 39 36
107 275 27,4 44 36 32 29 5 5 55 48 38 51 32 28
Média* 47,0 20,0 16,3% 40,8 8,8 6,5% 52,7 335 29,0 46,8 27,8 22,8%
Desvio 31 11,8 9,6 8,7 6,8 43 32 16,8 154 10,3 133 12,3
Eficacia% 435 0,00 0,00
F10 167 490 9,8 44 15 12 41 0 0 54 0 0 55 0 0
287 385 7,6 46 15 12 18 1 1 44 2 1 52 4 3
590 385 7,6 44 20 16 38 6 5 54 1 1 49 0 0
654 305 6 47 21 18 30 6 5 51 37 33 52 27 25
876 290 58 44 19 13 48 7 7 49 7 4 54 1 1
109 280 5,6 48 11 9 29 5 3 54 3 2 53 25 8
Média* 455 16,8 13,3% 34,0 4,2 3,5° 51,0 8,3 6,8% 52,5 9,5 6,2%
Desvio 1,6 35 2,9 9,6 2,7 2,4 37 13,0 11,8 1,9 11,8 8,9
Eficacia% 69,6 739 702
F11 164 485 37 14 11 50 2 2 24 5 4 56 0 0
235 480 39 22 19 33 2 2 48 1 0 58 3 3
377 385 34 17 16 33 7 7 59 32 0 56 24 18
405 310 40 18 14 42 1 1 54 1 0 53 6 2
631 380 45 14 11 36 6 6 0 0 0 50 9 6
104 275 25 15 11 46 12 10 43 14 0 59 0 0
Média* 36,7 16,7 13,72 40,0 5,0 4,7° 38,0 8,8 07 55,3 7,0 4,8
Desvio 6,2 2,8 3,0 6,5 38 33 20,3 11,4 1,5 3,0 8,3 6,2
Eficacia% 58.9 9.5 16.6

CV= coeficiente de variagdo; *= média aritmética; a,b,c = letras diferentes indicam diferenca estatistica
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7.CONCLUSOES
O fipronil empregado por via subcutanea na dose de 2mg/kg pc demonstrou agao
inseticida capaz de inibir o desenvolvimento de larva a adulto de H. irritans.

Né&o foi possivel determinar qual formulacdo F10 ou F11 obteve os melhores niveis de
eficacia.

O fipronil empregado por via pou-on na dose de 1mg/kg pc demonstrou baixa agdo
inseticida capaz de inibir o desenvolvimento de larva a adulto de H. irritans
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CAPITULO V

EFICACIAS DE FORMULACOES INJETAVEIS DE FIPRONIL NO
CONTROLE DE LARVAS DE Dermatobia hominis EM BOVINOS
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1.RESUMO

Miiases sdo definidas como infestacfes dos tecidos humanos ou de animais por larvas de
dipteros. Estas infestaces geram prejuizos para pecuaria brasileira. As larvas desenvolvem-se
nos tecidos superficiais dos hospedeiros, provocando problemas diversos que vado desde
reducdo da produtividade, lesdes no couro e mutilacdes a gastos com medicamentos utilizados
no seu controle e até perda de animais. Os métodos de controle s&o baseados em utilizacéo de
pesticidas em muitos casos com longos periodos residuais. O presente estudo tem por objetivo
testar a eficacia no fipronil a 10% injetavel no controle de Dermatobia hominis e comparar 0s
resultados encontrados com a formulacgéo topica comercial. Para isto foi realizado um teste de
eficacia a campos segundo as diretrizes da Portaria n® 48 de 12/05/1997 do MAPA. Foram
utilizados 40 bovinos mesticos divididos em 4 grupos. Cada grupo foi tratado com uma
formulacdo e um grupo permaneceu sem tratamento. Foram utilizadas as formulagdes F10,
F11 e formulacdo topica comercial. Os animais foram avaliados para contagem de nddulos
nos dias 7, 14, 21 e 28 ap06s o tratamento. Foram encontradas eficacias de 54, 65 e 72% para
F10, F11 e formulacdo comercial, respectivamente, ap6s 7 dias de tratamento. Apos 21 dias
de tratamento os produtos demonstraram eficacia de 97, 99 e 98% para F10, F11 e formulagéo
comercial respectivamente. Estes valores indicam que o fipronil injetdvel a 10% pode ser
utilizado para o controle de Dermatobia hominis em bovinos.

Palavra-chave: Dermatobios. Berne. Fipronil
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2. ABSTRACT

Myiasis are defined as infestations of human tissues or animals by larvae of diptera. These
events create losses for Brazilian cattle. This larva develops in the superficial tissues of the
host, causing several problems as reduced productivity, leather injuries, mutilations, spending
with drugs used to control and even loss of animals. Control methods are based on the use of
pesticides, in many cases with long residual periods. The aim of this study was evaluated the
efficacy of injectable fipronil 10% to control Dermatobia hominis and compared results with
the commercial topical formulation. For this proposed was carried out a field trial
effectiveness according to the guidelines Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply
(Ordinance no 48 of 12/05/1997). Forty cattle divided into 4 groups were used. Each group
was treated with a formulation and a group remained untreated. Formulations F10, F11 and
commercial topical formulation were used. The animals were evaluated for nodule count on
days 7, 14, 21 and 28 after treatment. After 7 days efficiencies found were 54, 65 and 72% for
F10, F11 and the commercial formulation respectively. After 21 days of treatment products
showed efficacy of 97, 99 and 98% for F10, F11 and a commercial formulation respectively.
These results indicate that injectable Fipronil 10% can be used to control Dermatobia hominis
in cattle.

Keyword: Dermatobiosis. Berne. Fipronil
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3.INTRODUCAO

Miiases s@o definidas como infestaces dos tecidos humanos ou de animais por larvas
de dipteros. Estas infestacbes geram prejuizos para pecuaria brasileira. As larvas
desenvolvem-se nos tecidos superficiais dos hospedeiros, provocando problemas diversos que
vao desde reducdo da produtividade, lesbes no couro e mutilacbes a gastos com
medicamentos utilizados no seu controle e até perda de animais. Os métodos de controle s&o
baseados em utilizacdo de pesticidas em muitos casos com longos periodos residuais.

O Brasil possui o principal rebanho bovino comercial do mundo, com cerca de 212,3
milhGes de animais. A busca de eficiéncia, a reducdo de custos de producdo e o aumento de
produtividade e de lucratividade constituem hoje a proposta de gestdo da maioria dos
produtores brasileiros.

O presente estudo tem por objetivo testes a eficacia no fipronil a 10% injetavel no
controle de D.hominis.
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4.REVISAO DE LITERATURA

Miiases s@o definidas como infestaces dos tecidos humanos ou de animais por larvas
de dipteros. Apesar de serem enfermidades consideradas rotineiramente como de pequena
importancia, os prejuizos gerados por elas sdo consideraveis. As larvas desenvolvem-se nos
tecidos superficiais dos hospedeiros, provocando problemas diversos que vao desde reducéo
da produtividade, leses no couro e mutilagdes a gastos com medicamentos utilizados no seu
controle e até perda de animais. Os gastos com medicamentos utilizados em tratamentos
curativos e preventivos também sdo apontados como uma das principais geradoras de
prejuizos (OLIVEIRA; BRITO, 2005).

Dados da pesquisa Producdo de Pecuaria Municipal de 2014, indicam o Brasil
possuindo o principal rebanho bovino comercial do mundo, com cerca de 212,3 milhdes de
animais (IBGE, 2015). A busca de eficiéncia, a redugédo de custos de producdo e o aumento de
produtividade e de lucratividade norteiam a gestdo dos produtores brasileiros (OLIVEIRA,;
BRITO, 2005).

A mosca Dermatobia hominis é encontrada do México a Argentina e em todo
territorio brasileiro, concentrando-se em regifes quentes e tmidas com vegetacdo abundante e
com altitudes inferiores a 1000 m. Os insetos adultos de D. hominis s&o moscas relativamente
grandes, com cerca de 15 mm de comprimento, e vivem de 3 a 19 dias. Os insetos adultos
copulam nas primeiras 24 horas ap6s a emergéncia do pupario. As fémeas realizam a postura
no abdome de moscas de outras espécies, que sdo capturadas no ar. As espécies mais
utilizadas como vetores sdo a mosca-doméstica (Musca domestica), a mosca-dos-estabulos
(Stomoxys calcitrans), a mosca-dos-chifres (Haematobia irritans). O periodo médio de
incubacdo dos ovos é de seis dias, onde sdo depositados cerca de 30 ovos no abdome da
mosca vetora. O total de ovos produzidos por uma fémea durante o seu periodo fértil pode
chegar a 700 unidades. A infestacdo dos bovinos ocorre quando 0s insetos vetores pousam no
corpo desses animais. As larvas recém-eclodidas penetram ativamente na pele integra ou nos
foliculos pilosos do hospedeiro e com o uso enzimas proteoliticas invadem os tecidos do
animal, se estabelecem e se alimentam. Os parasitas migram até o tecido subcutaneo, onde
iniciam o desenvolvimento larval, que dura de 29 a 45 dias. A presenca da larva no tecido
subcuténeo leva a formacgdo de uma lesdo nodular furunculosa, que apresenta um orificio
(fistula), utilizado para respiracdo do parasita. A larva de terceiro estadio cai no solo e inicia a
fase de pupacéo. A fase de pupa dura cerca de 30 dias em condic¢des 6timas de temperatura e
umidade, mas pode se estender por até 120 dias em condi¢des pouco favoraveis, quando a
pupa entra em estado de dorméncia. Todo o ciclo de desenvolvimento de D. hominis pode se
completar em 100 a 140 dias (OLIVEIRA; BRITO, 2005).

O tamanho dos nodulos ou furinculos aumentam a medida que as larvas crescem e as
secre¢Bes purusanguinolentas excretadas através das aberturas dos forGnculos atraem um
maior nimero de moscas, aumentando assim a possibilidade reinfestacdo. Em certas ocasifes
quando as infestagOes da D. hominis sdo altas, as feridas deixadas pelas larvas demoram a
cicatrizar-e facilitam a infestagcdo com larvas da bicheira, Cochliomyia. hominivorax (MOYA-
BORJA, 2004).

Devido a ovoposicdo da mosca nas feridas a melhor recomendacdo para o controle
parasitario é evitar feridas desnecessarias e dar preferéncia a procedimentos como castracoes,
marcacdes, descornas e nascimento de bezerros em épocas de parasitismo baixo pois uma vez
parasitados, o tratamento quimico € a Unica alternativa (BORJA, 2003).
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Os inseticidas organofosforados séo utilizados no controle da bicheira e entre os mais
usados tem-se o coumaphos, ronnel, chlorpyrifos, chlorfenvinfos e trichlorfon. Estes inse-
ticidas tém uma eficacia residual relativamente curta e 0s animais devem ser inspecionados e
tratados com frequéncia para evitar reinfestages. Nos Ultimos anos foram descobertas as
avermectinas com excelentes propriedades endectocidas. A doramectina tem demostrado alta
eficacia no controle da bicheira. Uma dose Unica de 200 pg de doramectina por kg de peso
vivo dos bovinos, causa 100% de mortalidade das larvas durante duas semanas (BORJA,
2003) esta molécula também pode ser utilizada no controle da C. hominivorax (OLIVEIRA,;
BRITO, 2005).

Alguns principios ativos utilizados para controlar os carrapatos nos bovinos podem
atuar sobre moscas vetoras dos ovos de D. hominis, reduzindo a taxa de infestacdo dos
animais tratados. As ivermectinas e as doramectinas também atuam de maneira eficiente sobre
0s bernes e principalmente as doramectinas podem ser utilizadas para controle tanto desse
parasita como das bicheiras (OLIVEIRA; BRITO, 2005).

A retirada das larvas individualmente, por meio da obstrucao do orificio fistular, tem
sido utilizada em casos de infestacOes baixas em rebanhos pequenos sendo geralmente de
baixa eficiéncia e ndo evitando os problemas secundarios. Em grandes rebanhos esta
estratégia é impraticavel (OLIVEIRA; BRITO, 2005).

O fipronil é um inseticida do grupo quimico fenilpirazol utilizado no controle de
varias pragas agricolas, parasitas de pequenos animais e também contra as bicheiras dos
bovinos. Estudos recentes mostraram que o tratamento topico a base de fipronil pour-on a 1%
na dose de 10 mg/kg de peso, aplicados simultaneamente a castragdo, apresentou eficiéncia de
95% na prevencdo das miiases por larvas de C. hominivorax por cerca de 17 dias apos a
castracdo. Nas miiases por C. hominivorax, o nimero de larvas presentes nas lesbes pode
chegar a vaérias dezenas, enquanto no caso das infestacbes por larvas de D. hominis esse
namero se restringe a uma larva por lesdo (OLIVEIRA; BRITO, 2005).
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5.MATERIAL E METODOS

5.1.Localizacdo do Estudo

O estudo foi realizado na area de campo da unidade da PESAGRO-SEROPEDICA,
localizada no municipio de Seropédica, no Estado do Rio de Janeiro. Foram empregados 40
bovinos mesticos de Gir e Holandes, fémeas, ndo gestantes, ndo lactantes naturalmente
infestados por D.hominis.

Todos os estudos foram aprovados pelo Comité de Etica do Instituto de Veterinaria da
UFRRJ sob numero 014/2014.

5.2.Delineamento Experimental

Para formacdo dos grupos experimentais, os animais foram listados em ordem
decrescente do numero de larvas. Os quatro animais com contagem de larvas mais elevada
foram destinados a repeticdo 1, os quatro seguintes a repeticao 2, até que tivesse sido formado
10 repeticdes. Dentro de cada repeticdo, cada animal foi destinado por sorteio (ao acaso) a
cada um dos grupos de tratamento. Os grupos formados foram:

- Grupo Controle (GC), sem tratamento;

- Grupo F10 (GF10), os animais foram medicados com a formulagdo F10 contendo
10% de FIP no volume de 1mL/50Kg de peso corporal por via injetdvel subcutanea,
correspondendo a dose de 2mg/Kg pc;

- Grupo F11 (GF11), os animais foram medicados com a formulacdo F11 contendo
10% de FIP no volume de 1mL/50Kg de peso corporal, por via injetdvel subcutanea,
correspondendo a dose de 2mg/Kg pc;

- Grupo Fipronil pou-on (GFPO), os animais foram medicados com uma formulagéo
comercial pour-on contendo 1% de FIP pour-on no volume de 1mL/10Kg de pc, por via
topica, correspondendo a dose de 1mg/Kg pc.

No dia imediatamente anterior ao tratamento, os animais foram pesados e o volume a
ser administrado foi calculado. Em caso de volume fracionado, este foi arredondado para
baixo.

O ensaio foi realizado tendo como base as diretrizes da Portaria n® 48 de 12/05/1997
do MAPA.

Nos dias 7, 14, 21 e 28, ap0s o tratamento foram efetuadas contagens de larvas vivas
em todo o animal, sempre pelo mesmo avaliador, pelo periodo da manha. Durante todo o
estudo os animais foram acompanhados clinicamente. Para o calculo da eficicia do
tratamento foram comparados 0s numeros totais de larvas vivas contadas dos animais
medicados, com os animais controle. O calculo da eficécia foi realizado conforme a equacao:

Eficacia = (NLC-NLT)/NLC X100

Onde: NLC = nimero médio de larvas vivas do grupo controle (testemunha)
NLT = ndmero médio de larvas vivas do grupo tratado

A interpretacdo da eficécia foi realizada de acordo com os percentuais de eficacia
atingidos, conforme preconizado na legislagdo vigente. O nimero de nédulos de D. hominis
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de cada animal em cada grupo foi submetido a analise pelo teste Manny Whitney para
amostras independentes pelo programa estatistico computacional BioStat 5.0. O nivel de
confianca considerado foi de 95% (p<0,05).
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6.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das médias das contagens individuais dos numeros de bernes antes e
apos o tratamento e a eficacia dos produtos testados estdo relatados na Tabela 18.

As médias de larvas vivas antes do tratamento (dia -2) encontradas foram de: 28,5 para
0 grupo controle; 28,9 para o GF10, 29 para o GF11 e 28,5 para GFPO. Ndo foi observada
diferenca significativa entre os valores de média para os trés grupos. Estes resultados
permitem afirmar que os animais foram ranqueados de forma adequada (Tabela 18).

Os niveis de eficacia bernicida encontrados para 0 GFPO foram de: 72,3% para o dia
+7; 91,8% para o dia +14; 98, 0% para o dia +21; e 96,5% para o dia +28 (Tabela 18).

Os niveis de eficacia bernicida encontrados para o0 GF10 foram de: 54,1% para o dia
+7, 90,6% para o dia +14, 97,1% para o dia +21 e 98,2% para o dia +28 (Tabela 18).

Os niveis de eficacia bernicida encontrados para o GF11 foram de: 65% para o dia +7,
94,6% para o dia +14, 99,0% para o dia +21 e 99,2% para o dia +28 (Tabela 18).

A analise estatistica permitiu afirmar que ocorreram diferencas significativas entre o
grupo controle e todos o grupo medicados. Nao foi detectado diferenca significativa entre 0s
valores médio de larvas vivas dos grupos medicados.

Tabela 18:Resultados de contagem media e eficacia contra Dermatobia hominis para F10,
F11 e FIP pour-on

Formulagéo Dias

¢ 2 7 14 21 28

F10 Médiazxcv 28,9+14,7 14,4+7,6 4+15 14411 0,940,9
Eficécia (%) 54,1 90,6 97,1 98,2

p-valor 0,4057 0,0025 0,0002 0,0002

F11 Médiatcv 29+14,3 10,9457 2,3+1,3 0,5+0,5 0,440,7
Eficacia (%) 65 94,6 99,0 99,2

p-valor 0,1509 0,0017 0,0002 0,0002

. Médiazxcv 28,5+17,3 8,7+2,8 35421 1,0£0,7 1,742,5

TopLine .

Eficécia (%) 72,3 91,8 98,0 96,5

p-valor 0,0588 0,0025 0,0002 0,0002

Controle Médiatcv 28,5+18,7 31,4+295 42,5+38,1 48,9+36,7 48,8+38,1

CV= coeficiente de variacdo

A analise dos resultados de eficacia bernicida demonstra que o GFPO apresentou
niveis de eficacia mais elevados no dia +7 contrastando com os GF10 e GF1 (Figura 23). Nos
demais tempos os valores de eficacia para os trés grupos séo estatisticamente iguais.
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Figura 23:Eficacia no controle de larvas de Dermatobia hominis das formulacGes de fipronil
(* existe diferenca estatistica entre as medias dos trés grupos)

Tal observacdo deve estar associada com o0s achados obtidos no Capitulo 111 do
presente estudo onde observou-se para 0 GFPO um Cmax maior de FIP nos tempos iniciais
apos o tratamento. Ao que parece 0 emprego do FIP por via subcutanea (F10 e F11) determina
uma liberagdo mais tardia deste quando comparado com o FIP pour-on.

FIP pour-on
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Figura 24: Correlagdo farmacocinética — farmacodinamica da formulagéo topica comercial

Quando comparamos o perfil plasmatico de fipronil e fipronil sulfona gerado pela
formulacdo comercial com os resultados de eficacia é possivel perceber que existe eficacia no
controle de larvas de D. hominis mesmo com baixas concentragdes de fipronil. Neste caso o
efeito farmacologico deve estar associado a presenca do metabolito sulfona na corrente
sanguinea (Figura 24) para os tempos 14, 21 e 28 dias.

A partir do dia +14 os niveis de eficacia observados para os GF10 véo se elevando
gradativamente até atingirem o valor maximo com 28 dias. Ao observarmos os dados de
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farmacocinéticos presentes no Capitulo Il poderemos perceber uma elevacdo abrupta nos
valores de FIP e SULF ap6s 14 dias (Figura 25). Entretanto para o GF11 os niveis se elevam
no inicio e vao declinando gradativamente (Figura 26).

F10
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Figura 25:Correlacéo farmacocinética — farmacodindmica da formulagdo F10
A moderada eficacia bernicida observada no primeiro tempo ap06s o tratamento pode

estar relacionada a caracteristica ndo s6 da formulagdo, mas também do FIP, lipofilico
realizando depdsito no tecido adiposo.
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Figura 26:Correlagdo farmacocinética — farmacodinamica da formula¢éo F11

Né&o foi encontrado na literatura relatos de eficacia no controle de larvas de D.hominis
com o uso de fipronil. Porém seu uso ja foi indicado na profilaxia de C. hominivorax (LIMA
et al., 2004). Considerando os resultados encontrados as formulagcdes F10 e F11 séo eficazes
no controle da larva de D. hominis.
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7. CONCLUSAO

O fipronil empregado por via subcutanea na dose de 2mg/Kg pc apresenta eficacia
bernicida que se pronuncia apds 14 dias do tratamento.
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CONCLUSOES GERAIS

E possivel preparar uma formulac&o injetavel de fipronil com estabilidade de 1 ano.
E possivel desenvolver um método de anélise de FIP e SULF via EFS e CLAE-UV.

As formulacGes desenvolvidas foram eficazes para o controle de D.hominis e
H.irritans.
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CONSIDERACOES FINAIS

O momento em que vivemos, tem demonstrado que a cada dia que se passa, 0 nimero
de produtos novos frutos de novas moléculas com atividades parasiticidas para serem
empregados no combate de parasitoses de bovinos veem se rarefazendo.

O elevado custo de desenvolvimento, a falta de politicas publicas em diversos paises
que protejam a propriedade industrial e intelectual associado as questdes do aumento da
incidéncia de populagdes resistentes de parasitos aos principais grupamentos empregados no
seu controle; somados a necessidade de aumento exponencial da producdo agropecuaria em
todo o mundo para atender a demanda da populacdo; tudo isto dentro do contexto de uma
busca cada vez maior por uma pecuaria sustentdvel, onde se busque o aumento da
produtividade, mas sem o aumento das areas de pastagem, mas sim pela otimizacdo destas,
um melhor controle sanitario, uma melhora do potencial genético do rebanho, além de
questdes de manejo e respeito ao meio ambiente; nos levam dentro da nossa area de atuacao, a
busca por novos produtos com acdo parasiticida, a nos enveredar por uma otimizacdo das
moléculas com este potencial e que ja estdo disponiveis no mercado para tal fim.

Dentro deste contexto o grupamento dos fenilpirazoles € um dos ultimos a emergir no
cenario do controle de ectoparasitos de bovinos. Portanto ainda ha muito o que se fazer em
termos de explorarmos suas caracteristicas farmacodindmicas e farmacocinéticas com
manipulacdes farmacotécnicas no sentido de buscarmos novos caminhos para seu emprego
efetivo no controle do carrapato, da moscas-dos-chifes, do berne, da bicheira e dos piolhos em
bovinos.

Um dos fatores que é impeditivo do emprego mais acentuado do fipronil no controle
de ectoparasitoses de bovinos no Brasil, conforme ja foi dito anteriormente, estaria atrelado
disponibilidade somente da forma farmacéutica pour-on em nosso mercado, fato que
determinaria um custo elevado em decorréncia do impacto dos veiculos e frascos de envase,
além de consideracBes negativas quanto ao risco do aplicador, do impacto ambiental e talvez
0 mais significante que seria a preferéncia do mercado por formulacdes injetaveis.

Com os dados obtidos neste trabalho associados ao ja obtidos anteriormente pela
mesma equipe intitulado “Veterinary Parasitology Injectable fipronil for cattle: Plasma
disposition and efficacy against Rhipicephalus microplus”, de autoria de Cid, Yara P.;
Ferreira, Thais P.; Magalhaes, Viviane S.; Correia, Thais R. e Scott, Fabio B., publicado em
2016 na revista Veterinay Parasitology, vol.220 pag. 4 - 8, fica demonstrado claramente que o
fipronil é possuidor de agdo ectoparasiticida quando empregado por via sistémica.

Ficando comprovado o potencial do fipronil por via subcutéanea para o controle de
ectoparasitos de bovinos.

Fatos relevantes como a utilizacdo de diferentes veiculos interferindo na
farmacocinética do FIP em bovinos e por consequéncia modificar nos niveis de eficacia
ectoparasiticida, nos levam a acreditar que restam ainda caminhos a serem percorridos para
alcancar os pontos abaixo.

-a busca por uma formulacdo que seja capaz de obter equilibrio quanto a
biosponibilidade de fipronil e sulfona ao longo de todo o periodo de tratamento;
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-0 refinamento do método analitico de quantificacdo de fipronil e sulfona no plasma
com limites de quantificacdo menores;

-a busca por formulagdes que sejam capazes de determinar um menor periodo residual
na carne e no leite;

-todas questbes relacionadas a seguranca clinica para as diferentes categorias de
bovinos; e

-a ampliacdo das questdes relacionadas a eficacia ectoparasiticida.

Esses sdo alguns dos pontos que julgamos ser importantes para ser explorados no
futuro.
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