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RESUMO

SANTOS, Gabriela Carmelinda Martins. Desenvolvimento de comprimidos de fipronil para
caes: farmacocinética e eficacia ectoparasiticida. 2018. 74p Dissertacdo (Mestrado em
Quimica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

O fipronil (FIP) é um inseticida pertencente a classe dos fenilpirazéis. E amplamente utilizado na
agricultura e na medicina veterindria. Seu mecanismo de acdo estd envolvido no bloqueio da
transmissdo de sinal devido ao antagonismo dos receptores y-aminobutiricos (GABA) presentes
nos dcaros e nos insetos. O aumento do convivio entre humanos e animais de estimacdo faz com
que haja preocupagdo com a prevencdo e tratamento das infestacdes por pulgas e carrapatos. Os
produtos disponiveis no mercado para o tratamento de ectoparasitas em caes e gatos encontram-
se em sua maioria na forma tdpica, no entanto estdo associados a danos causados para o animal,
proprietario e para o meio ambiente, devido a exposi¢do nao controlada ao farmaco, levando a
necessidade de desenvolvimento de novos produtos. As formas farmacéuticas para administracao
oral de farmacos sao as mais utilizadas pela conveniéncia que proporcionam, constituindo uma
via de administracdo ndo invasiva e por possuirem baixo custo. O objetivo do presente estudo foi
o delineamento farmacotécnico e o controle de qualidade fisico-quimico de comprimidos de
liberagdo imediata de fipronil, bem como determinar a sua farmacocinética e a eficicia
ectoparasiticida em caes. Os resultados demonstraram que foi possivel produzir comprimidos de
FIP obedecendo os critérios estabelecidos na Farmacoépeia Brasileira. Os estudos de liberacao in
vitro demonstraram que o melhor diluente a ser utilizado no desenvolvimento dos comprimidos €
a lactose devido ao adequado perfil de liberacdo para comprimidos de liberacdo imediata. O FIP
administrado pela via oral na dose de 2 mg/kg atingiu a circulag¢do sistémica (Cmax = 2,17 +
pg/mL) sendo rapidamente absorvido (tmax = 2,67 £1,37 h) e metabolizado, uma vez que seu
metabolito SULF apresentou Cmax =1,32 + 0,55 ug/mL em um tmax = 3,5 + 1,23 h. Tanto a sua
eliminacdo como a da SULF ocorreram de forma lenta, (t/2 = 385,93 £ 405,31 h) e (t1/2 = 385,93
+ 36,26 h) respectivamente, mantendo niveis plasmaticos quantificaveis no sangue por até 28 dias
apo6s o tratamento. O teste de efic4cia carrapaticida e pulicida demostrou que o FIP administrado
por via oral na dose de 2 mg/kg apresentou eficdcia pulicida média de 80% contra C. felis felis por
15 dias ap6s o tratamento, no entanto ndo apresentou eficicia carrapaticida contra R. sanguineus.

Palavras chave: Fipronil, farmacocinética, eficicia ectoparasiticida.



ABSTRACT

SANTOS, Gabriela Carmelinda Martins. Development of fipronil tablets for dogs:
pharmacokinetics and ectoparasiticidal efficacy. 2018. 74p Dissertation (Master in Chemistry).
Institute of Exact Sciences, Department of Chemistry, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

Fipronil (FIP) is an insecticide belonging to the class of phenylpirazoles. It is widely used as an
insecticide in agriculture and in veterinary medicine. Its mechanism of action is involved with
blocking the signal transmission due to the y-aminobutyric receptor antagonism (GABA) present
in acari and insects. Increased human-pet interaction makes concern for the prevention and
treatment of flea and tick infestations. The products commercially available for ectoparasites
treatment in dogs and cats are mostly in the topical form, however they are associated with damage
to the animal, owner and to the environment, due to uncontrolled exposure to the drug, leading to
requirement of new product development. Pharmaceutical forms for oral administration of drugs
are most common used for the convenience they provide, constituting a non-invasive route of
administration and having a low cost. The objective of the study was the pharmacotechnical design
and physical-chemical quality control of immediate release tablets of fipronil, as well as to
determine its pharmacokinetics and the ectoparasiticide efficacy in dogs. The results showed that
it was possible to produce FIP tablets according the criteria established in the Brazilian
pharmacopoeia. In vitro release studies have shown that the best diluent to be used in tablet
development is lactose due to the appropriate release profile for immediate release tablets. FIP
administered orally at the dose of 2 mg/kg reached the systemic circulation (Cmax = 2.17 + 0.84
pg/mL) and was fast absorbed (tmax = 2.67 + 1.37 h) and metabolized, once its SULF metabolite
presented Cmax = 1.32 + 0.55 pg/mL in a tmax = 3.5 h. Both elimination, FIP and SULF occurred
slowly (t1/2 = 385.93 + 405.31 h) and (t'2 = 385.93 + 36.26 h) respectively, maintaining
quantifiable plasma levels in the blood for up to 28 days after treatment. The in vivo
ectoparasiticide efficacy tests proved that FIP administered orally at the dose of 2 mg / kg had a
efficacy of 80% against C. felis felis for 15 days after treatment but it did not show any efficacy
against R. sanguineus.

Key words: Fipronil, pharmacokinetics, ectoparasiticide efficacy
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1 INTRODUCAO

Os animais de estimacao tem se tornado cada vez mais importantes na vida das pessoas,
sendo muitas vezes considerados amigos e at€é mesmo familiares. Atrelado a isso existe a
preocupacdo dos proprietdrios com a saude desses animais, o que inclui a prevencdo e o
tratamento de infestacdes por parasitas como pulgas e carrapatos bem como a redugdo do
potencial de intoxicacdes acidentais por praguicidas de uso doméstico. Além da preocupagdo
da saide animal o convivio entre humanos e animais, faz com que haja uma preocupagao em
saude publica no tocante a transmissao de patégenos dos animais para o homem.

Dentre as pulgas e carrapatos que parasitam o cdo destacam-se Ctenocephalides felis
felis e Rhipicephalus sanguineus, por serem espécies cosmopolitas, ambas com capacidade
vetorial de uma série de patégenos, ndo s6 para os animais, mas também para o homem.

Existe um a ampla gama de ativos disponiveis no mercado para o controle de pulgas e
carrapatos em animais domésticos. Dentre as substancias com acao terapéutica antiparasitaria
utilizadas estdo as amidinas, lactonas macrocilicas, carbamatos, nitroguanidinas, piretréides,
benzofeniluréias e fenilpirazoles. Esses produtos estdo disponiveis no mercado tanto para
aplicacdo tépica, como no caso dos shampoos, coleiras, pulverizacio, sprays, spot-on € pour-
on, talcos e espumas, e para administragcdo oral (comprimidos e tabletes mastigdveis) e
parenteral (injecdo subcutanea ou intramuscular).

O fipronil (FIP) é um pesticida da classe dos fenilpirazéis utilizado na medicina
veterindria como um antiparasitirio de uso topico para aplicacdo em cdes e gatos. Atualmente
estd disponivel no mercado veterindrio nas formas de apresentacdo spray e spot-on para
aplicacdo topica em caes e gatos.

Os produtos tépicos sdo seguros quando usados de acordo com as instrucdes, no entanto
podem ocorrer exposi¢des excessivas ou nao intencionais, acarretando a danos ao animal, ao
proprietdrio € ao meio ambiente, além disso o aumento da terapéutica veterindria leva a
necessidade de desenvolvimento de novos produtos. O desenvolvimento de formas
farmacéuticas adequadas, para pacientes com diferentes necessidades € um desafio para os
farmacéuticos.

Aspectos como a facilidade no tratamento dos animais, a duracdo da eficidcia e a
velocidade de morte dos parasitos sdo considerados importantes tanto para os veterinirios como
para os proprietarios de animais. Sendo a conveniéncia na administra¢cado um fator chave para o
cumprimento do tratamento. As formas farmacéuticas para administragcdo oral de farmacos sdo
as mais utilizadas pela conveniéncia que proporcionam, constituindo uma via de administracao
ndo invasiva, além de possuirem baixo custo. No entanto existem algumas limitacdes
associadas a administracdo por esta via que influenciam na biodisponibilidade dos farmacos,
podendo estes serem pouco absorvidos pelo trato gastrointestinal (TGI) ou necessitarem de uma
elevada frequéncia de administracdo decorrente da sua rdpida eliminac¢do e consequente curta
acdo terapéutica. A velocidade e a extensdo com as quais um farmaco € absorvido a partir TGI
podem ser afetadas por diversos fatores fisico-quimicos, como a solubilidade, dissolu¢do, forma
cristalina e permeabilidade do farmaco, assim como pelo tipo de forma farmacéutica e por
fatores fisiologicos.

Atualmente no mercado existem trés moléculas da familia das isoxazolinas, que
representam uma nova classe de ectoparasiticidas que atuam sistematicamente apos a
administracdo oral, o afoxolaner (Nexgard®), o fluralaner (BravectoTM®) e o Sarolaner
(Simparic®). As trés formulagdes sao altamente palatdveis para facilitar a administragao e
proporcionam atividade inseticida e acaricida duradoura contra pulgas e carrapatos. No entanto,



além esses produtos possuirem alto custo, o que dificulta sua aquisi¢ao pelo proprietario do
animal, eles ainda expde o animal a uma elevada dose de ativo, e em casos de intoxica¢do ainda
nao ha conhecimento de um antidoto para reverter os efeitos indesejaveis, como ocorre com as
forma tépica que pode ser retirada através da realizacdo de banhos.

A acgdo sistémica do fipronil ja foi evidenciada em outros estudos através da
administracao subcutanea do FIP em bovinos e da administra¢do por fipronil via oral em caes
para o controle de ectoparasita.

Este trabalho teve como objetivo realizar o delineamento farmacotécnico e o controle
de qualidade fisico-quimico de comprimidos de liberacdo imediata de fipronil, bem como
determinar a sua farmacocinética e a eficcia ectoparasiticida em caes. A formulagdo proposta
se caracteriza como uma alternativa as formas farmacéuticas disponiveis no mercado para o
controle de ectoparasitos em caes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Importancia dos Animais de Companhia

A relagdo entre o homem e os animais de estimagdo tem inicio desde a pré- histéria. Nos
Estados Unidos estima-se que 30,65 % das familias possuem cades e 30,4 % possuem gatos
(BAUER et al., 2015). Cada vez mais os animais de estimagao tem-se tornado importante na
vida das pessoas, sendo muitas vezes considerados amigos e até mesmo familiares
(MAGALHAES et al., 2016).

Os animais de companhia, atualmente, possuem fun¢des na sociedade que estdo se
modificando de acordo com as necessidades e as transformacdes da civilizacdo. Caes e gatos
estdo assumindo grande importancia na manutencio da satide mental e até mesmo fisica das
pessoas uma vez que com o rapido desenvolvimento da civilizagdo moderna os seres humanos
tendem a se isolarem uns dos outros, e as vezes, o animal € o unico fator constante no ambiente
humano, ajudando a manter o equilibrio emocional (TATIBANA; COSTA-VAL, 2009).

Vaccari e Almeida (2007) demonstraram que a insercdo de animais no tratamento
terapéutico de criancas em internacao hospitalar poderia contribuir para que elas se tornassem
mais cooperativas nos procedimentos hospitalares, provavelmente pelo fato de se sentirem mais
relaxadas e conseguirem confiar no ambiente. Além disso, o alivio da dor e do desconforto foi
outro beneficio constatado neste estudo, seja pelo fato dos animais atuarem como estratégia de
distracdo para a crianga, fazendo-a esquecer da dor, ou simplesmente por trazerem descontracao
ao ambiente, aliviando a tensdo e a ansiedade.

Alguns paises da Europa estimularam idosos a adotarem caes, acreditando que isso seria
capaz de melhorar a sua sadde, pois a medida que eles se sentissem responsaveis por algo, mais
dispostos estariam a sair de casa e passear. Notou-se até uma diminui¢do na quantidade de
medicamentos utilizados por eles (TATIBANA; COSTA-VAL, 2009).

Devido ao aumento da relacdo entre humanos e animais de companhia existe uma
preocupacdo dos proprietdrios com a saude desses animais, o que inclui a prevencdo e o
tratamento de infestacdes por parasitas como pulgas e carrapatos bem como a redu¢do do
potencial de intoxica¢des acidentais por praguicidas de uso doméstico (BAUER et al., 2015).

Além da preocupacio da saide animal o convivio entre humanos e animais, faz com
que haja uma preocupacgao em satide publica no tocante a transmissao de patégenos dos animais
para o homem (MELO et al., 2012).

Diante desses fatores relacionados acima existe a necessidade de novos produtos, novos
conhecimentos e novas formas farmacéuticas junto aos médicos veterindrios, uma vez que a
terapéutica veterindria cresce a cada ano que passa (VIEIRA; PINHEIRO, 2004).

2.2 O Segmento Pet do Mercado de Produtos Farmacéuticos Veterinarios

O faturamento no segmento brasileiro de animais de estimacdo ocupa atualmente a
terceira posicdo no ranking mundial o que corresponde a 5,14 % desse mercado, ficando atras
somente do Reino Unido com 5,8 % e do lider Estados Unidos, com 42,2%. Em 2016, esse
faturamento correspondeu a R$ 18,9 bilhdes, sendo 7,8% correspondente aos medicamentos
veterindrios. Em relacdo a dados populacionais, a populagdo pet no Brasil corresponde a 132,4
milhdes dos 1,56 bilhdes da populacdo mundial, ocupando 4° lugar (ABINPET, 2016).

Ainda segundo a ABINPET, Associacdo Brasileira da Indistria de Produtos para

Animais de Estimagao (2016), os caes representam a maior parcela da populag¢ao pet mundial,
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correspondendo a 360,8 milhdes. No Brasil, ha cerca de 52,2 milhdes de cdes criados em
domicilios, de acordo com dados da Pesquisa Nacional de Sadde, divulgada no ano de 2015
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2015).

A expansdao do mercado de saide animal pode ser atribuida, principalmente, a trés
fatores: continuidade da ameaga de doencas animais, aumento do interesse da populagdo sobre
a seguranca alimentar e consequente aumento do rigor do arcabouco regulatério e, finalmente,
crescimento da populacao de animais de companhia (CAPANEMA et al., 2007).

Os produtos veterindrios destinados ao segmento pet sdo muito dependentes da estrutura
social de cada pais, do seu nivel de renda e da sua cultura, sendo a maioria das empresas de
produtos para saide animal multinacionais, que sdo também grandes empresas da saide
humana. A elaboracdo de medicamentos tanto para humanos como para animais caracteriza a
complementaridade do setor veterindrio em relagdo ao farmacéutico tradicional, o que facilita
a diluig¢do de custos elevados na pesquisa e desenvolvimento (CAPANEMA et al., 2007).

De acordo com o Sindicado Nacional de Produtos para a Saide Animal, (SINDAN,
2014) os medicamentos veterindrios presentes no mercado, estdo divididos nas seguintes
classes: bioldgicas, antimicrobianas, ectoparasiticidas, endectocidas, terapéuticas, tOnicos e
fortificantes, desinfetantes, dermatoldgicas, suplementos nutricionais e embelezadores. A
classe dos antiparasitarios sdo as que mais contribuem para o mercado de produtos destinados
a saude animal, correspondendo uma parcela de aproximadamente 29% entre os anos 2011 e
2016.

Na segunda metade da década de 90 o segmento pet foi impulsionado pelo langamento
de novos produtos antiparasitarios, como o Fipronil, fabricado pela Merial, e o Imidacloprid,
da Bayer. O faturamento desse segmento totalizou US$ 6,8 bilhdes em 2005, o que equivaleu
a 39% do mercado global de produtos para saude animal (CAPANEMA et al., 2007).

Em 2012, a empresa Zoetis ocupou o primeiro lugar no ranking em faturamento das
industrias farmacéuticas de saide animal, seguida da Merck e da Merial. As nacionais Ourofino
e Vallée ocuparam, respectivamente, o quarto e quinto lugar, somando um faturamento de 559
milhdes de reais (FERNANDES et al., 2013).

O aumento do vinculo entre caes e seus proprietdrios parece estar fazendo com que o0s
produtos de saide caninos ganhem atencdo no mercado global e se tornem mais especializados
nas ultimas décadas (SONG et al., 2016).

2.3 Ectoparasitas que Acometem Caes e Gatos

Diversos artrépodes vivem como ectoparasitos em animais domésticos, sendo o
carrapato Rhipicephalus sanguineus e a pulga Ctenocephalides feli felis as principais espécies
que acometem cdes e gatos, podendo transmitir diversos patégenos, uma vez que exercem
hematofagia (SOARES et al., 2006).

A pulga da espécie Ctenocephalides felis felis, representa o ectoparasito mais importante
na infestacao de caes e gatos em todo o mundo em virtude de sua distribuicdo geografica, devido
a dupla agdo parasitoldgica como agente infestante e vetor de doengas (LINARDI; SANTOS,
2012).

As pulgas causam desconforto tantos nos animais de estimacdo como em seus donos, e
dependendo de fatores individuais e do nimero de pulgas, as picadas podem causar dermatite
alérgica, prurido, hemorragias, lesdes cutdnea e anemia ferropriva em animais jovens
(BEUGNET et al., 2016; LINARDI; SANTOS, 2012).

Mais de vinte diferentes tipos de patdgenos foram associados a espécies de
Ctenocephalides como vetores bioldgicos ou hospedeiros intermedidrios, incluindo bactérias,

protozodrios e helmintos, representando assim um potencial risco para a saide humana e
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animal. Dentre os principais patégenos destacam-se as espécies Rickettsia felis, Yersinia pestis
Dipylidium caninum, Dipetalonema reconditum e Bartonella henselae LINARDI; SANTOS,
2012; KUZNER et al., 2013).

Bartonella henselae é uma bactéria intracelular, gram-negativa, que parasita eritrocitos
ou células epiteliais em uma variedade de hospedeiros mamiferos, transmitida através de
vetores artrOpodes. Em humanos, os sintomas da infec¢io por Bartonella incluem endocardite,
linfadenite e meningite. Os sinais clinicos devido a infec¢des naturais em outros mamiferos
(incluindo animais de companhia) sdo dificeis de confirmar, pois outras etiologias podem
resultar em sintomas similares (MORSE et al.,2012). Rickettsia felis, também é uma bactéria,
€ o patégeno da doenca febril conhecida como tifo (AHMED et al., 2016).

O carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus, que parasita principalmente caes tem
importancia veterindria e médica significativas, uma vez que € um importante vetor de vérios
patégenos incluindo Babesia canis e Ehrlichia canis (ALVES et al., 2017).

A erliquiose € doenga, transmitida pela bactéria Ehrlichia canis, que acomete os caes,
muito frequente no Brasil. Pode manifestar de forma aguda, subclinica ou cronica, em cades de
idade variada (BORIN et al., 2009). O estagio agudo dura de duas a quatro semanas e possui
sinais clinicos e hematoldgicos inespecificos, tais como apatia, anorexia, vOmitos, febre,
secrecdo ocular e nasal, perda de peso, lesdes oculares, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia,
dispnéia, anemia, leucopenia, trombocitopenia (PARPINELLI et al., 2017).

A babesiose estd frequentemente relacionado a anemia. Essa doencga causas varios
transtornos para os tutores de cdes, pois, quando se desenvolvem levam a um quadro clinico
que fragiliza muito o animal, necessitando de auxilio veterindrio e muitas vezes de internacdo
(CARVALHO et al., 2018).

2.4 Fipronil

O FIP (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluormetil) fenil]-4-[(trifluormetil) sulfinil]-1H
pirazol-3-carbonitrila) € um pesticida da familia dos fenilpirazéis com ampla utilidade no
controle de muitas pragas agricolas e domésticas, incluindo espécies de gafanhotos, formigas,
baratas, pulgas e carrapatos (ROMERO et al., 2016).

Na medicina veterindria, o fipronil é utilizado como um antiparasitario de uso tépico
para aplicacdo em cdes e gatos com indicacdo contra pulgas (Ctenocephalides felis felis) e
carrapatos (Rhipicephalus sanguineus), sendo encontrado no mercado na forma de spot-on
(Frontline® Top Spot e Fiprolex® Drop Spot) e de spray (Frontline® Spray). Também estd
disponivel em associa¢cdo com metoprene sob a forma de spot-on (Frontline® Plus Top Spot).
Para aplicacdes em animais de producdo o fipronil estd disponivel em duas formulacdes: pour-
on (Topline® e Superhion®) e spray (Topline® Spray) (MAGALHAES, 2016).
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Figura 1. Estrutura quimica da molécula de fipronil

O fipronil possui solubilidade de baixa a moderada, por isso tem preferéncia a por
matrizes lipofilicas, como lipideos, Gleos, proteinas e solventes orginicos. E estivel a
temperatura ambiente porém suscetivel a fotdlise (GUNASEKARA et al., 2007). Na Tabela 1
encontram-se descritas as propriedades fisico-quimicas do FIP.

Tabela 1. Propriedades Fisico-Quimicas do Fipronil

Aspecto P6 branco, odor mofado.
Peso molecular 437,2 g/mol

0,00,0019 g/L (pH 5);
Solubilidade em dgua a 20 ° C

0,0024 ¢/L (pH 9).
Densidade 20 ° C 1,477-1,626
log P (coeficiente de particao) 3,60

Fonte (TECHNICAL FACT SHEET FIPRONIL - EPA, 1998)

Seu mecanismo de agdo ocorre pelo antagonismo do receptor GABA (4cido y-
aminobutirico), bloqueando os canais de cloreto, interferindo na neuromodulacio, levando a
morte do inseto por hiperexcitacdo (SOUZA et al., 2014).

Em mamiferos, o fipronil pode ser metabolizado através de trés vias principais:
oxidagdo na fracdo sulfinilo gerando fipronil sulfona; reducdo na fracdo sulfinilo gerando
fipronil sulfeto; e hidrdlise da por¢do ciano gerando fipronil amonia (Figura 2). O fipronil

sulfona, também atua no receptor GABA e € o principal metabdlito ativo do fipronil,
apresentando toxicidade similar ao composto de origem em mamiferos (WANG et al., 2016).
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Figura 2. Principais metabdlitos do fipronil em mamiferos. (Fonte: BHARDWAJ et
al., 2012)
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O FIP quando administrado por via oral em mamiferos € absorvido pelo trato
gastrointestinal e rapidamente metabolizado. A concentracio méxima do fipronil no sangue
ocorre de 4 a 6 horas apds sua ingestdo e comeca a declinar lentamente (processo de eliminagdo
lento). A excrecdo do fipronil e de seus metabdlitos ocorre principalmente pelas fezes e em
menor quantidade pela urina (COUTINHO et al. 2005).

Embora o FIP apresente maior afinidade para com os receptores GABA dos insetos
alguns estudos demonstraram que o FIP se liga aos receptores GABA dos mamiferos, revelando
assim sua toxicidade (GUNASEKARA et al., 2007).

A toxicidade aguda do FIP foi caracterizada em ratos (dose > 50 mg/kg peso corporal),
sendo apresentados tremores, locomog¢do alterada, postura encurvada, agitacdo, convulsdes,
mortalidade e alteragdes no sistema nervoso central apds 7 horas de administracdo (WANG et
al., 2016).

O metabdlito fipronil sulfona, bem como o produto da fotodegradagdo, o fipronil-
desulfinil, foram relatados como sendo mais t6xicos para os insetos, mamiferos, peixes e aves
do que o composto FIP (DAS et al., 2006).

Os efeitos da exposi¢do humana aguda ao fipronil incluem dor de cabeca, tonturas,
vOmitos e convulsdes. As informagdes sobre os efeitos cronicos do fipronil ainda sdo um pouco
limitadas, no entanto EPA (Agéncia de Protecdo Ambiental) dos Estados Unidos classificou
fipronil como um possivel carcinégeno humano com base em dados que mostram um aumento
de tumores de células foliculares tireoidianas em ratos (MCMAHEN et al., 2015).

Muito pouco se sabe sobre a exposicdo da populacio ao fipronil em geral. No entanto
Dick et al., 2012 descreveram que a exposi¢do humana nio ocupacional ao fipronil pode acorrer
através do contato com animais de estimagdo que receberam aplicagdes de fipronil no

7



tratamento de pulgas e carrapatos. O estudo demonstra que o produto de uso tépico pode
contaminar tanto o tutor bem como 0 meio ambiente.

No estudo realizado por Mcmahen et al., (2015) ao analisarem amostras de urina
humana observou a auséncia de fipronil e seus metabolitos, o que pode estar relacionado com
sua eliminagao através das fezes, como ocorre nos roedores. Outro fator que também pode estar
relacionado € que as amostras analisadas eram referentes a individuos que ndo tinham uma
informacdo conhecida a exposicdo ao fipronil, dificultando a andlise devido as baixas
concentracdes na matriz. Apesar dos resultados negativos para as amostras de urina humana,
25% das amostras de plasma continham quantidades mensurdveis de fipronil sulfona
comprovando a exposi¢ao regular dos humanos ao fipronil.

Além da exposicao humana os medicamentos a base de fipronil utilizados em animais
de estimacdo para o tratamento de pulgas e carrapatos podem ser introduzidos no sistema de
tratamento de dguas residuais durante a rotina de banho dos cdes, uma vez que estes animais
sdo banhados frequentemente em banheiros residéncias ou através de servicos profissionais
onde os residuos sdo direcionados diretamente para o esgoto (TEERLINK; HERNANDEZ;
BUDD, 2017).

2.5 Delineamento de novas formas farmacéuticas veterinarias

Segundo a defini¢do de medicamento de uso veterinério estabelecida pela Lei N° 12.689,
de 19 de julho de 2012, “pode-se classificar como medicamento toda substancia quimica,
bioldgica, biotecnoldgica ou preparacdo manufaturada, cuja administracdo seja aplicada de
forma individual ou coletiva, direta ou misturada com alimentos, destinados a prevencao, ao
diagndstico, a cura ou ao tratamento das doencas dos animais, incluindo os aditivos,
suprimentos, promotores, melhoradores da produgdo animal, antissépticos, desinfetantes de uso
ambiental ou equipamentos, pesticidas e todos os produtos que utilizados nos animais e/ou no
habitat protejam, restaurem ou modifiquem as funcdes organicas e fisioldgicas.

Dificilmente os fairmacos sdo administrados na forma da sua substincia quimica pura,
sendo mais frequente a sua administracdo através de formulacdes. Para a obtencdo de
medicamentos com elevada qualidade e para a incorporagdo de um firmaco em uma forma
farmacéutica deve-se levar em consideracdo fatores como a via de administracdo, as
propriedades fisico-quimicas do farmaco bem como as consideracdes terapéuticas relativas a
sintomatologia a ser tratada (AULTON, 2005).

O desenvolvimento de novas formas farmacéuticas veterinarias requer formulagdes que
agreguem melhoria na eficdcia terapéutica, custo adequado, facilidade de administracdo e, ao
mesmo tempo, requisitos que atendam as exigéncias para fins de registro junto MAPA. O
delineamento dessas formulagdes farmac€uticas demanda conhecimento nas dreas de
farmacologia, biofarmécia e farmacotécnica (VILLANOVA et al., 2014).

A biofarmacotécnica ou biofarmacia pode ser definida como estudo do modo como as
propriedades fisico-quimicas do farmaco, a forma farmacéutica e a via de administragdo afetam
a velocidade e o grau de absorcdo dos farmacos (AULTON, 2005).

Desenvolver uma nova formulagdo requer amplo conhecimento sobre as propriedades
fisico-quimicas tanto do farmaco como dos seus excipientes. No passado era comum associar
a eficdcia clinica de um medicamento apenas a atividade farmacoldgica intrinseca ao farmaco,
porém varias evidéncias mostraram que os excipientes e as técnicas de fabricagdo utilizadas
podem gerar tanto medicamentos ineficazes quanto toxicos, o que colaborou com a criagdo do
conceito de Biofarmdcia. Estudos relacionados aos processos de liberagcdo, dissolucdo e
biodisponibilidade adquiriram importancia vital no desenvolvimento farmacotécnico de
medicamentos (STORPIRTIS et al., 2009).
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2.6 Desenvolvimento de Comprimidos

As formas farmacéuticas podem ser classificadas como: sélidas, semi-sélidas e liquidas
ou quanto sua via de administra¢do: oral, topica e parenteral. As formas farmacé€uticas para
administracio oral de farmacos sdo as mais utilizadas pela conveniéncia que proporcionam,
constituindo uma via de administracdo ndo invasiva, além de possuirem baixo custo. No
entanto, existem algumas limitagcdes associadas a administragdo por esta via que influenciam
diretamente na biodisponibilidade dos farmacos (NABAIS; VEIGA; FIGUEIRAS, 2016). As
formas sélidas representam de modo geral, o maior nimero das prescricoes médicas. As
capsulas e os comprimidos sdo usados com maior frequéncia dentre as formas farmacéuticas
sOlidas (PRISTA et al., 1991). Além disso, quando comparadas as formas farmacéuticas
liquidas estas sao mais estdveis podendo ser embaladas, transportadas e armazenadas mais
convenientemente (FERREIRA, 2010).

Os comprimidos sdo preparagdes farmacéuticas de consisténcia sélida, forma variada,
obtidas agregando por meio de pressdo, varias substancias medicamentosas secas e podendo ou
ndo serem revestidos, tomando, nesse caso, a denominacdo de drigea (PRISTA, 1991).
Segundo a Farmacopeia Brasileira 5* edi¢do (2010), comprimido € a forma farmacéutica s6lida
contendo uma dose tnica de um ou mais principios ativos, com ou sem excipientes, obtida pela
compressdo de volumes uniformes de particulas. Pode ser de uma ampla variedade de
tamanhos, formatos, apresentar marcagdes na superficie e ser revestido ou nao. Sao vantajosos
pela facilidade da fabricacdo da formulacdo, além disso, os procedimentos de obtengdo
permitem maior precisdo da concentracao de farmacos.

A ideia de obtencdo de formas farmacéuticas soélidas por compressdo de materiais
particulados se dd desde 1843, quando foi concedida a primeira patente de uma maquina de
comprimir, assim o emprego de comprimidos como forma farmac€utica recebeu grande
interesse devido ao crescimento da industria farmacéutica (AULTON, 2005).

Com base nas caracteristicas de cedéncia os comprimidos podem ser classificados como
de liberacdo imediata, liberacdo prolongada e liberacdo retardada. Nos comprimidos de
liberacdo imediata o farmaco € liberado rapidamente apds a administracdo e constitui o tipo
mais comum de comprimido. Segundo a RDC N°. 31, De 11 de Agosto de 2010, as formas
farmacéuticas de liberacdo imediata sdo aquelas em que a dose total da substincia ativa é
disponibilizada rapidamente apds sua administracdo. Em ensaios in vitro apresenta, em geral,
dissolu¢do média de no minimo 75% da substancia ativa em até 45 minutos, podendo ainda
apresentar tipos de dissolucdes diferenciadas em rdpida 85% da substancia ativa em até 30
minutos e muito rdpida 85% da substancia ativa em até 15 minutos.

Comprimidos de liberacao modificada possuem adjuvantes diferentes dos usados em
comprimidos de liberacdo imediata. O farmaco € liberado de maneira lenta e em velocidade
aproximadamente constante. Para os comprimidos de cedéncia retardada, o farmaco € liberado
algum tempo depois apés a administragdo e assim que o periodo termina, a cedéncia
normalmente € rapida, no entanto a liberag¢do retardada também pode ser combinada com um
produto de baixa velocidade de cedéncia (AULTON, 2005).

A producgdo de comprimidos pode ser efetuada através de trés métodos: granulaciao por
via umida, granulacao por via seca e compressao direta (LACHMAN; LIBERMAN, 2010).

Nos métodos de granulagdo os comprimidos sdo produzidos através da compactagao de
sistemas granulados pelo emprego de uma pressao até que o sistema se arranje estruturalmente
e deforme, obtendo uma massa compacta de forma definida (MARSHALL, 2001).



Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), granulado € a forma farmacéutica sélida
contendo uma dose tnica de um ou mais principios ativos, com ou sem excipientes. Consiste
de agregados s6lidos e secos de volumes uniformes de particulas de pé resistentes a0 manuseio.

Na granulag@o por via imida um liquido aglutinante é adicionado a mistura de pds que
serd granulado, consistindo o processo das seguintes etapas: (1) mistura dos componentes
sOlidos da formulacdo através da diluicdo geométrica com auxilio do gral e pistilo, (2)
umedecimento com a agente agregante para obten¢do da massa umida, (3) granulagdo pela
passagem desta massa pelo tamis, (4) secagem e (5) calibracdo do granulado (FERREIRA,
2010).

A granulacdo por via seca ¢ um método de obtencdo de comprimidos que ndo utiliza
solucdo de aglutinante. Os pds sdo misturados e submetidos a um processo de compactacao,
obtendo granulados irregulares que sdao fragmentados em moinhos e tamizados obtendo
granulos de tamanho definido (FERREIRA, 2010). Para este processo o farmaco, diluente e
aglutinante devem ter propriedades coesivas suficientes para compactacdo sem adesdo de
liquido (LACHMAN; LIBERMAN; 2010).

A compressao direta € mais simples quando comparada com os processos de granulacao,
uma vez que ocorre em duas etapas: mistura e compressdo. Apesar desse processo estar
ganhando espaco pela simplicidade e menor tempo de processo produtivo, o desenvolvimento
desta técnica depende das caracteristicas da matéria-prima e dos seus excipientes, visando a
otimizagdo dos processos de mistura, fluidez e compressibilidade do p6. Em alguns casos a
granulacdo Umida ainda € a melhor alternativa, pois elimina alguns dos problemas da
compressao direta, a exemplo a segregacao do p6 (POSSATO et al., 2016).

A formulacdo de um comprimido envolve a combinacdo de um ou mais ingredientes
ativos com alguns componentes inativos, conhecidos como excipientes. Uma vez que as
caracteristicas dos ativos sao conhecidas, estas devem ser ajustas a uma forma farmacéutica, e
para este fim adiciona-se excipientes, dando a principios ativo -caracteristicas ou
funcionalidades terapéuticas, estabilidade e reprodutibilidade (ROBLES, 2011).

Os excipientes sao considerados constituintes essenciais que garantem o desempenho
do medicamento e otimizam o obtencdo do efeito terapéutico. Sdo capazes de modificar a
liberacdo e a estabilidade das substancias ativas e assim a sua biodisponibilidade (FRAGA;
FREITAS, 2015).

A selecdo de excipientes e processos adequados para a producdo de formas
farmaceéuticas s6lidas influenciam diretamente nas propriedade fisico-quimicas como dureza e
friabilidade, que sdo necessdrias para que o comprimido apresente resisténcia a choques
mecanicos durante as etapas de manuseio, producdo, embalagem e transporte, além das
propriedades de desintegracao e dissolu¢do, necessdrias para que o farmaco seja absorvido pelo
organismo e apresente biodisponibilidade adequada (TOLLER; SCHMIDT, 2005).

Os excipientes farmacéuticos podem ser classificados em diluentes, deslizantes,
lubrificantes, aglutinantes, surfactantes, conservantes, corantes, entre outros (FERREIRA,
2010).

Os diluentes sdo produtos ordinariamente inertes, que se adicionam aos pos a comprimir
com a finalidade de originarem comprimidos de peso conveniente, quando os principios ativos
sdo empregados em pequenas quantidades. Alguns exemplos de diluentes sdao celulose
microcristalina, lactose, amido, cloreto de sdédio, manitol fosfato de calcio (PRISTA, 1991).

A lactose destaca-se como um dos excipientes mais utilizados na industria farmacéutica,
pois se dissolve rapidamente, ndo € higroscopica, apresenta boa compressibilidade e baixa
reatividade quimica. Além disso possui baixo custo e originam comprimidos de bom aspecto
devido a sua caracteristica aglutinante (CURY et al., 2007; FRAGA; FREITAS, 2015). Pode
ser encontrada na forma anidra ou monohidratada e apresentam boas caracteristicas de
escoamento, aglutinacdo e lubrificagdo (AULTON, 2005).
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A celulose microcristalina é um pé branco, cristalino poroso e inodoro. E o tipo mais
comum de celulose utilizada no desenvolvimento de comprimidos. E obtida por hidrélise da
celulose, seguida da secagem por aspersao, obtendo-se particulas constituidas por agregados de
pequenas fibras de celulose (AULTON, 2005).

Os deslizantes sao agentes utilizados no desenvolvimento de cdpsulas e comprimidos
para melhorar a propriedade de fluxo na mistura de pds, sdo exemplos de deslizantes talco e
aerosil (FERREIRA, 2010). Tradicionalmente o talco tem sido utilizado como deslizante na
concentracdo de 1 a 2 %, no entanto ele também pode desempenhar as funcdes de diluente e
lubrificante quando utilizado em maiores concentracdoes (AULTON, 2005).

Os lubrificantes sdo capazes de cumpir varias fungdes durante o desenvolvimento de
comprimidos. Eles impedem que a massa adira a superficie das matrizes e puncdes, reduz a
friccdo entre as particulas, facilita a eje¢cdo dos comprimidos das matrizes, melhoram a fluidez
do granulado ou da mistura de pds. Os lubrificantes comumente utilizados s@o o talco, estearato
de magnésio, estearato de célcio e dcido estedrico. A maioria dos lubrificantes é usada em
concentracdo menor que 1%, com exce¢ao do talco que se usa numa concentragdo média de 5%
(FERNANDES, 2003).

Os aglutinantes sao utilizados no desenvolvimento de comprimidos com o objetivo de
assegurar que os granulos e os comprimidos sejam formados com resisténcia mecanica
desejada, uma vez que promovem a adesao das particulas. Podem ser adicionados tanto na
forma de pd seco como na forma de solugdo, sendo estas consideradas mais efetivas. Sao
exemplos de aglutinantes povidona, gelatina, amido, polivinilpirrolidona, entre outros
(AUTON, 2005; FERREIRA, 2010).

Sao tensoativos sdo utilizados para aumentar a molhabilidade dos pds insoldveis em
agua, inclusive os farmacos. Através da diminuicdo da tensdo superficial pé/adgua, contribui
para um aumento da solubilidade aquosa de varios farmacos aumentando assim o contato do
farmaco com o meio. Exemplos: lauril sulfato de sédio, e polissorbato (FRAGA; FREITAS,
2015). Estdo entre as classes de excipientes cuja influéncia na biodisponibilidade dos fairmacos
em formas sélidas se mostra bastante elevada, ja que sua ac@o visa aumentar a velocidade de
dissolucdo dos mesmos (AMARAL et al., 2016).

2.7 Ensaios Fisico-Quimicos para a Caracterizacio de Comprimidos

Para garantir a eficdcia, todas as formas farmacéuticas devem atender um nimero de
especificacdes que estdo relacionadas as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas. Segundo
a Farmacopeia Brasileira (2010) os comprimidos devem conter caracteristicas que garantam
sua integridade, homogeneidade, dose, aspecto, resisténcia mecanica e liberagdo do farmaco a
partir da forma farmacéutica.

Os ensaios preconizados pela ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
estdo contidos nos métodos gerais aplicados a medicamento da Farmacopeia Brasileira 5%
edicao, (2010) como: peso, dureza, friabilidade, desintegracdo, doseamento uniformidade de
doses unitdrias e dissolugao.

No ensaio de determinacdo de peso para produtos de dose unitdria, o teste permite
verificar se as unidades de um mesmo lote apresentam uniformidade de peso. A tolerancia é de
somente duas unidades fora dos limites estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira, sendo que
para comprimidos de até 80 mg o limite estabelecido é de = 10%, comprimidos entre 80 e 250
mg de + 7,5% e para comprimidos acima de 250mg + 5,0% (ANVISA, 2010).

Os ensaios de resisténcia mecanica tais como dureza e friabilidade auxiliam na avalia¢io
da qualidade de comprimidos bem como atestam as caracteristicas fisicas dos mesmos frente a
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ruptura por quedas ou friccdo durante os processos de revestimento, embalagem, transporte e
armazenagem (ORDONES et al., 2012).

O ensaio de dureza determina a resisténcia do comprimido ao esmagamento ou ruptura
sob pressdo radial, sendo proporcional ao logaritmo da for¢a de compressdo e inversamente
proporcional a sua porosidade (RAFAEL; FARIA, 2013). O teste consiste em submeter o
comprimido a acdo do aparelho (durdOmetro) que mede a forgca aplicada diametralmente
necessdria para esmaga-lo. A forca € medida em Newtons (N) e a dureza minima aceitavel é de
30N (ANVISA, 2010a).

A friabilidade dos comprimidos corresponde o grau de resisténcia que pode ser
manifestado em relacdo ao choque, atrito, rolamento, agitacdo e flexdo (PRISTA, 1991).

A medicao € realizada pelo aparelho friabilometro e avalia a tendéncia do comprimido
se fragmentar quando submetido a 25 rotacdes por minuto por 4 minutos. E nenhum
comprimido pode apresentar-se, ao final do teste, quebrado, lascado, rachado ou partido e sao
considerados aceitdveis os comprimidos com perda igual ou inferior a 1,5% (ANVISA, 2010).

O teste de desintegracao permite verificar se os comprimidos se desintegram dentro do
limite de tempo especificado para cada monografia, quando seis unidades sdo submetidas a
acdo do dissolutor sob condi¢des experimentais especificas. E aferido por testes in vitro, com
auxilio do aparelho dissolutor que contém cestas e pds e um recipiente adequado para o liquido
de imersdao. O limite de tempo estabelecido para a desintegracdo de comprimidos € de 30
minutos (ANVISA, 2010).

O doseamento dos farmacos € de extrema importancia na avaliacdo da qualidade dos
produtos farmacéuticos, visto que determina a quantidade de principio ativo presente na
formulagdo a ser administrada no organismo (DAFEVERI et al., 2012). Segundo a Farmacopeia
Brasileira (2010) a escolha do método analitico a ser utilizado para quantificagdo do farmaco
depende das caracteristicas fisico-quimicas do mesmo assim como das propriedades dos
excipientes presentes na formulagcdo. Deve ser seletivo e garantir a sensibilidade adequada para
quantificacdo do farmaco no medicamento sem a interferéncia dos excipientes da formulagdo.
O ensaio consiste em pesar uma quantidade de unidades de comprimidos suficiente para efetuar
o doseamento, reduzi-los a p6 fino até obten¢cdo de uma mistura homogénea, usar solventes
apropriados ou outros procedimentos para obter solucdo contendo o farmaco. Empregar
aliquotas apropriadas desta solugdo para os ensaios especificados.

A avalia¢do da uniformidade de dose unitdrias visa verificar a distribuicdo do farmaco
presente nos comprimidos, analisando-os individualmente (PERTELE; BUENO, 2016).
Podendo esta ser realizada através da uniformidade de contetdo e através da variacdo de peso.
O método de uniformidade de contetido para preparacdes em doses unitdrias baseia-se no
doseamento do contetido individual do componente ativo de um niimero de doses unitarias para
determinar o contetido individual estd dentro dos limites especificados. O teste € realizado
pesando-se exatamente e individualmente 10 comprimidos, preservando a identidade de cada
um. O produto € aprovado se o Valor de Aceitagdo for no maximo 15,0. O método de variacdo
de peso pode ser aplicado de acordo com a forma farmacéutica apresentada. No caso de
comprimidos ndo revestidos, contendo 25 mg ou mais de uma substincia ativa compreendendo
25% ou mais, em peso, da dose unitdria ou, no caso de substancias ativas presentes em menores
propor¢des deve ser demostrada pelo método de uniformidade de contetido.

A ensaio de dissolugdo € o processo através do qual avalia-se a porcentagem de farmaco
que € liberada em um determinado tempo, a partir de uma forma farmacéutica, e torna-se
disponivel para ser absorvido. O ensaio de dissolucdo in vitro determina o percentual de um
farmaco que passa da forma farmacéutica para a forma soluvel em um meio de dissolugao
(BUENO; PEREIRA, 2015).
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2.8 Estudo de liberacao in vitro

Para um farmaco ser absorvido € necessario que este esteja dissolvido em fluido no local
de absorc¢ao. Por exemplo, um farmaco administrado pela via oral na forma de comprimido s6
serd absorvido se as particulas do farmaco estiverem dissolvidas ou solubilizadas em algum
ponto ao longo do trato gastrointestinal (AULTON, 2005)

Os ensaios de dissolugdo apresentam vérias aplicagdes no desenvolvimento e producio
de medicamentos. E amplamente utilizado no desenvolvimento de formulagdes, no
monitoramento de processos, como teste de controle de qualidade, estudos de estabilidade, para
subsidiar a definicdo dos excipientes durante o desenvolvimento de medicamentos, estudos de
equivaléncia farmacéutica, em casos de modificacdo pds-registo e em estudos de correlagdo in
vivo/in vitro (MATIAS et al., 2014; SIEWERT et al., 2003).

Nesse teste, comprimidos e cdpsulas sdo colocados em um volume conhecido de um
meio de liberacdo e a quantidade dissolvida é mostrada ao longo do tempo. Um procedimento
de dissolu¢do deve ser desenvolvido e validado como qualquer técnica analitica de ensaio
(MATIAS et al., 2014).

Embora o teste de dissolu¢do in vitro tenham sido primeiramente desenvolvido para as
formas farmacéuticas orais (cdpsulas e comprimidos) nos ultimos anos a aplicagcao desses testes
foi estendida a uma grande variedade de formas farmacéuticas de liberacdo modificada
(SIEWERT et al., 2003). A orientacdo atual € que nenhum produto farmacéutico no qual exista
uma fase sdlida seja desenvolvido sem a caracterizacdo do ensaio de dissolucdo (ANVISA,
2010).

O poder discriminatério de um ensaio de dissolugdo € sua capacidade de detectar o efeito
de pequenas alteracoes no processo e em uma formulagdo. A demonstracio do poder
discriminatério de um método de dissolucdo é desafiador e importante particularmente no
monitoramento dos parametros de ingredientes farmacéuticos ativos e de farmacos pouco
soliveis (KAMALAKKANNAM et al., 2011).

A quantidade de farmaco dissolvido € geralmente analisada de modo continuo em
termos de concentracdo, em séries consecutivas de tempos quando o produto é submetido ao
dissolutor sob condi¢des experimentais descritas. O resultado € expresso em porcentagem da
quantidade declarada no rétulo do medicamento (AULTON, 2005).

Um aparelho dissolutor € composto pelos seguintes componentes: (1) recipiente
cilindrico de vidro com fundo arredondado, transparente e inerte, (2) haste metdlica que agita o
meio, podendo ser pa ou cesta. Os recipientes sdo submergidos a uma temperatura de 37° C
durante o teste. Os aparatos mais empregados para a agitagcdo sdo o aparato 1, a cesta, e 0 2, a
pa. Para o primeiro, a velocidade usual € de 100 rpm e, para o segundo, normalmente é de 50
ou 75 rpm (ANVISA, 2010).

A avaliacdo quantitativa da solubilidade da substancia ativa na faixa de pH fisioldgico
constitui a primeira etapa dos estudos para desenvolvimento de um ensaio de dissolugdo
segundo a nota técnica n° 003/2013, que dispde sobre a avaliacdo da solubilidade de fairmacos
e o desenvolvimento de métodos de dissolu¢do para estudos de equivaléncia farmacéutica e
perfil de dissolucido comparativo (ANVISA, 2013).

Outro fator importante no ensaio de dissolucdo é manter a condi¢do sink do meio de
dissolucgdo, para evitar que a velocidade de dissolucdo seja influenciada, artificialmente, pela
aproximacao da saturagdo durante a realizacdo do teste. Para isso volume de meio utilizado é
superior a, cerca de 3 vezes, o volume necessario para saturar a dose do fiormaco no meio
proposto. Portanto, seu objetivo é garantir que a velocidade de dissolucao nao seja reduzida
pela aproximagdo da concentracdo do farmaco a sua concentracao de saturacdo (CARDOSO et
al., 2006).
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A composi¢do do meio de dissolucdo pode variar nas diferentes situacdes de ensaio.
Pode-se usar 4gua, no entanto, na maioria dos casos utiliza-se um meio de dissolu¢@o que possa
mimetizar alguns fluidos biol6gicos. Agentes tensoativos também podem ser empregados para
alterar a tensao superficial do liquido e a solubilidade do farmaco (AULTON, 2005).

2.9 Influéncia das formas farmacéuticas na absorcao de farmacos

Quando um farmaco é administrado por via intravenosa ele é colocado diretamente no
sangue e por essa razao temos certeza de que todo farmaco alcangou a circulacio e estd 100%
biodisponivel. No entanto quando o farmaco é administrado por outra via de administra¢do nao
existe garantia de que a totalidade da dose chegou a circulacdo sist€émica de forma intacta. A
quantidade relativa da dose administrada de um farmaco em particular, que atinge a circulagdo
sist€émica de forma intacta, e a velocidade com que isso acontece sao eventos conhecidos como
biodisponibilidade (AULTON, 2005.

A absorc¢ao de farmacos a partir das formas farmacéuticas sélidas administradas por via
oral, depende de sua liberagdo e dissolucdo nas condi¢des fisiologicas além da permeabilidade
das membranas bioldgicas que estes necessitam atravessar (AGUIAR et al., 2005).

As mesmas consideragdes que sdo avaliadas no desenvolvimento de formulagdes
farmacéuticas orais humanas aplicam-se aos produtos farmacé€uticos orais caninos como a
solubilidade, permeabilidade intestinal, tempo de esvaziamento géstrico, tipo de formulacdes e
excipientes (SONG et al., 2016).

Muitos ativos farmacéuticos exibem baixa biodisponibilidade devido a sua baixa
solubilidade aquosa e a baixa permeabilidade. Algumas estratégias empregadas na tecnologia
farmac€utica sdo capazes de aumentar a biodisponibilidade desses ativos através de
modificacOes no sistema de liberacdo de farmacos ou através do aumento da solubilidade do
farmaco (SONG et al., 2016).

Para farmacos que apresentam biodisponibilidade escassa ou delineamento e
desenvolvimento de sistemas de liberacao controlada ou sustentada é necessario acompanhar o
transito da forma farmacéutica e a liberacdo do farmaco. O sistema de classificacdo
biofarmacéutica, classifica o farmaco de acordo com sua solubilidade ao longo da faixa de pH
gastrintestinal e sua permeabilidade pela mucosa, em quatro diferentes classes (AULTON,
2005).

De acordo com Amidon et al., 1995 os farmacos de classe 1 s@o aqueles que apresentam
alta solubilidade e alta permeabilidade. Esses farmacos dissolvem-se rapidamente quando
administrados em formas farmacéuticas de liberacdo imediata e sdo transportados rapidamente
pela parede do intestino.

Os farmacos da classe II possuem baixa solubilidade e alta permeabilidade. A etapa de
dissolucdo esta sujeita a ser etapa limitante da velocidade de absor¢ao oral, sendo possivel obter
uma forte correlacdo entre a dissolucdo in vitro e a absorcao in vivo (AMIDON et al., 1995;
AULTON, 2005).

Os farmacos da classe III possuem alta solubilidade e baixa permeabilidade enquanto
os da classe IV apresentam baixa solubilidade e baixa permeabilidade, nao sendo indicado para
administracao oral AMIDON et al., 1995).
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2.10 Estudo de farmacocinética

A farmacocinética constitui um segmento da farmacologia que estuda processos
sofridos pelo farmaco no organismo, processos estes que interferem diretamente em sua
concentracdo no sangue € nos tecidos-alvo. O principio fundamental da farmacocinética € a
relac@o que existe entre os efeitos farmacoldgicos de um farmaco e sua concentra¢io no sangue
ou no plasma, que traduz, para a maioria das substancias, a sua concentragao nos sitios de acao
(SOUZA et al., 2013).

O monitoramento do perfil de concentracdo do farmaco em funcio do tempo em fluido
fisiolégico adequado permite a determinar a fracdo do farmaco absorvido na circulacdo
sanguinea, ou seja, sua biodisponibilidade, avaliando o efeito farmacolégico em solu¢do nos
fluidos bioldgicos do local de absor¢do, sua estabilidade, permeabilidade e metabolismo pré-
sist€émico sobre a velocidade de extensao de absor¢do (GOODMAN; GILMAN, 2003). O perfil
de concentracdo em fun¢do do tempo também fornece informagdes sobre outros parametros
farmacocinéticos, como distribui¢do, que € a medida do espago do organismo disponivel para
conter o farmaco e a depuracdo, que ¢ a medida da eficiéncia da eliminacdo do farmaco pelo
organismo. O método mais comumente utilizado para avaliacao de biodisponibilidade envolve
a construcdo de uma curva de concentracdo plasmadtica sanguinea em funcdo do tempo
(AULTON, 2005).

A partir da construcdo de uma curva de concentragdo plasmatica alguns parametros
farmacocinéticos podem ser determinados como o pico de concentracdo plasmadtica (Cmax),
tempo correspondente ao pico plasmadtico (tmax), drea sob a curva (AUC), e meia-vida de
eliminacdo (t¥2) (SHARGEL et al., 2004).

A AUC (4rea sob a curva), representa a quantidade de farmaco absorvido apds a
administracdo em dose Unica, isto é, a quantidade de firmaco potencialmente ativo presente no
organismo durante um determinado intervalo de tempo (DELUCIA et al., 2007). Ela mede a
extensdo da biodisponibilidade do fairmaco, e pode ser determinada por um procedimento de
integracio numérico, como o método da regra do trapezéide. E expressa em unidades de
concentracdo por tempo (mg. h. mL-1) Para a maioria dos farmacos, a AUC € diretamente
proporcional a dose (SHARGEL et al., 2004).

A Cmax é concentracdo plasmatica, sanguinea ou sérica mais elevada farmaco ou
metabolito ativo apds a administracdo (DELUCIA et al., 2007). Para a maioria dos farmacos,
existe uma relacdo entre o efeito farmacodinamico e concentracdo plasmatica. Esse parametro
indica se o farmaco é suficientemente absorvido sistemicamente para prover uma resposta
terapéutica ou até mesmo atingir possiveis niveis téxicos. E expresso em unidades de
concentracdo (mg/mL, ng/mL) (SHARGEL, et al., 2004).

Tmax € o tempo necessdrio para atingir o Cmax. No tmax, ocorre o pico de absor¢do e
a taxa de absorcao € exatamente igual a taxa de eliminag¢do do farmaco. A absor¢do do farmaco
continua apGs atingir o tmax, porém com uma taxa menor. E expresso em unidade de tempo
(SHARGEL et al., 2004).

A t¥2 mede a taxa de remogéo do firmaco absorvido na circulacio sistémica. E o tempo
necessério para que as concentracdes plasmdticas sejam reduzidas em 50%. E expressa em
unidades de tempo (SHARGEL et al., 2004).

A farmacocinética se correlaciona com a farmacodinamica que investiga a correlagio
da concentracdo do farmaco no sitio de acdo com o efeito resultante, incluindo o tempo de
percurso e a intensidade do efeito terapéutico e adversos (DELUCIA et al., 2007).

Praticamente todos os fluidos organicos podem ser utilizados para andlise
farmacocinética, como € o caso do plasma, sangue, soro, leite e a urina (TOZER; ROWLAND,
2009).
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Dentre as técnicas utilizadas em estudos de farmacocinética pode-se destacar a
cromatografia liquida. Esse processo consiste na separacdo de componentes de misturas
moleculares através de duas fases imisciveis, uma delas deslocando-se (fase mével) em relacao
a outra, que permanece estaciondria e se constitui por um meio liquido, sélido ou gelatinizado.
Dentre os tipos de cromatografias, destaca-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia, por sua
precisdo e rapidez nos resultados (SILVA, 2010).

Os métodos analiticos necessitam ser validados para garantir confiabilidade e
credibilidade nos estudos farmacéuticos. De acordo com a ANVISA, os métodos
cromatograficos destinados a determinacdo quantitativa de farmacos e/ou metabdlitos em
matrizes bioldgicas sdo inseridos no contexto dos métodos bioanaliticos (PASCHOAL et
al.ewa, 2008). A importancia de garantir o resultado confidvel para um método bioanalitico
através da sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade estd sendo cada vez mais
reconhecida e exigida (RIBANI et al., 2004). A validacdo dos métodos bioanaliticos no Brasil
€ normatizada RDC N° 27, de 17 de maio de 2012, da ANVISA, que tem como objetivo de
estabelecer os requisitos minimos para a validagao de métodos bioanaliticos empregados em
estudos para registro e pos-registro de medicamentos (ANVISA, 2012).

A complexidade das matrizes bioldgicas utilizadas nas andlises e o aumento crescente
na gama de substincias a serem investigadas tornam particularmente importante a selecdo de
métodos de preparo de amostra adequados para resolucao de problemas analiticos. Para tanto,
€ necessario o conhecimento basico dos principios quimicos e operacionais das mais variadas
técnicas disponiveis e suas principais aplicagdes, assim como exige uma constante otimizag¢ao
destas técnicas, a fim de se aprimorar as etapas de extragdo e andlise Além disso, as
propriedades dos compostos de interesse e as caracteristicas das matrizes bioldgicas devem ser
cuidadosamente avaliadas antes que uma técnica seja adotada para o processamento das
amostras. Todos esses fatores sdo extremamente importantes uma vez que interferem no
desempenho das andlises e, portanto, direcionam a producdo dos diagndsticos que podem
contribuir para a elucidagcdo de questdes de interesse legal (BORDIN et al. 2015).

Os principais objetivos da preparagdo da amostra sdo promover a extragdo, aumentar a
concentracdo dos analitos de interesse e a remog¢ao de possiveis interferentes (clean-up). Essa
€ a etapa mais onerosa e demorada envolvida no processo analitico, consumindo o maior tempo
da andlise (JARDIM, 2010).

A preparacdo das amostras € um passo essencial e consiste em procedimentos, como
centrifugacdo, para a remocao de materiais insoliveis de solucdes, clean-up e pré-concentragao,
utilizando diferentes métodos de extragdo. As técnicas mais comuns sdo a precipitacdo de
proteina, extracdo liquido-liquido (LLE) e extracdo em fase sélida (SPE) microextracdo em fase
liquida (LPME) e microextracdo em fase sélida (SPME) (BOURGOGNE et al, 2015;
PETERSEN et al, 2011)

Virias estratégias de preparagdo de amostras podem ser usadas para desenvolver
bioandlises. A maioria delas depende de fatores tais como volume da amostra, limite de
quantificacdo, a duragdo e o custo de desenvolvimento de métodos por amostra (BOURGOGNE
et al, 2015).
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MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Reagentes

Foram empregados os seguintes reagentes de grau analitico e pureza:
e Lauril sulfato de s6dio (Dodecil sulfato de sédio), Vetec, lote 1107519;
* Polivinilpirrolidona, Vetec, lote DCBD7072V;
* Acetonitrila, Sigma-Aldrich, grau HPLC >99,9%, lote SHBF8238V;
« Acido cloridrico P.A, Vetec 0506099;
e Acetato de Sodio, Merk, lote 106267;
¢ Fosfato de sddio dibasico, Vetec, lote 1102792;
* Fosfato de sédio monobdsico Vetec, lote DCBC2256.

3.1.2 Matérias-primas
Foram empregadas as seguintes matérias-primas, de grau farmacéutico de pureza, no

preparo dos comprimidos:

* Lactose monohidratada malha 200, Fragon, lote 3595;

* Celulose microcristalina, Fragon, lote C1210009;

e Talco, lote 941;

e Aerosil, lote 6737;

* Estearato de magnésio, Isofar, lote 032410;

* Fipronil (FIP), doado pela empresa Ceva, lote SE 150520151218.

3.1.3 Substancias quimicas de referéncia Fipronil, Fipronil-Sulfona e Etiprol

A substancia quimica de referéncia (S.Q.R) Fipronil Pestanal, Sigma-Aldrich, lote
SZBAO0033X, de teor declarado 100%, foi empregada como substincia quimica de referéncia
nas determinacdes analiticas.

A fipronil-sulfona (SULF) foi adquirido comercialmente da Accustandard, lote
215041209 em uma solug¢do de 1mL de acetona na concentragdao de 100ug/mL.

A substancia quimica, usada como padrao interno, Etiprol Pestanal, Sigma-Aldrich, lote
SZBD234XV, de teor declarado 98,2%, foi empregada como substancia quimica de referéncia
nas determinagdes analiticas.
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3.1.4 Equipamentos e acessorios

Balanga analitica Tecnal, modelo 210;

e Tamis mesh 14;

*  Compressora Monopress LM-1 Lemaq®;
* Jogo de pung¢des e matriz de 10 mm;

* Aparelho para determina¢@o do angulo de repouso desenvolvido pelo proprio LQEPV
segundo a descricdo de Lachman, Lieberman, Kanig, 2010;

* Cromatégrafo liquido Dionex, modelo Ultimate 3000, equipado com duas bombas
quaterndrias, védlvula de sete vias, forno para coluna, detector UV-VIS ULTIMATE
3000RS DIONEX e software CHROMELEON 6.80 DIONEX;

*  Coluna cromatografica Kromasil C18 100 x 4,6 mm x 3,5um;

*  Pré — coluna C18 Kromasil 3 x 4,6 mm x 3,5um;

* Aparelho de dissolu¢@o Ethik, modelo 299;

* Filtro Millex 0,45U, membrana durapore 13mm;

¢ Durdmetro Nova Etica, modelo 28 DPG;

e Friabildmetro, Nova Etica _ Modelo Friabilidade 300;

* Cartuchos de extragdo de fase polimérica HLB 30 cc — Oasis (Waters);
* Manifold a vidcuo com capacidade para 12 cartuchos Visiprep (Sigma);
¢ Bomba a vacuo — Tecnal — modelo Eco;

* Peagametro Quimis;

e Ultrapurificador acoplado ao sistema de purificagdo por osmose reversa OS 10 LZ
(Gehaka);

e Tubos de coleta de heparina.
3.2 Determinacio do teor de fipronil na matéria-prima

O FIP matéria-prima (MP) fornecida pela empresa CEVA foi quantificado frente a
S.Q.R. com teor conhecido (100%) adquirido comercialmente, por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com detec¢ao por Ultravioleta (CLAE-UV), utilizando metodologia descrita por
CID et al., (2012), seguindo as seguintes condi¢cdes cromatograficas: Coluna Kromasil C18 100
X 4,6 mm (3,5um); Fase mével ACN:H>0 (60:40); Fluxo de 1,0 mL/min; A: 220nm; Volume
de injec¢do 10 pL.

Para o preparo da solu¢do mae (SM) de FIP foram pesados com precisdo analitica
quantidades equivalentes de 5 mg de FIP padrao de trabalho com teor 100% (lote SZBA0033X)
e transferidos para um baldo de 5 mL cujo o volume foi completado com diluente acetonitrila
(ACN), resultando um uma solu¢do de 1 mg/mL, denominada solucao estoque (SM).
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Para o preparo da curva padrio, a partir da SM de 1 mg/mL foram feitas dilui¢des para
obtencdo de solugdes com concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 25,0 e 50,0 ug/mL de FIP,
utilizando como diluente ACN.

3.3 Obtencao das Formulacoes

3.3.1 Desenvolvimento de formulacoes placebos

Para o desenvolvimento dos comprimidos de fipronil inicialmente foram produzidos
quatro granulados placebo, variando o tipo, a propor¢cdo e o modo de adicdo de aglutinante
assim como o diluente utilizado, conforme descrito na Tabela 2. Nos placebos 1, 3 e 4 o
aglutinante foi adicionado em solugdo a 10% e no placebo 2 diretamente na mistura de pos.
Foram avaliados o comportamento dos componentes frente ao processo de compactagdo, assim
como o desempenho da compressora.

Tabela 2. Composi¢ao dos granulados placebos preparados em escala laboratorial.

Placebos/ 1 2 3 4 % | Funcdo
Componentes
Lactose X X - - 9sp Diluente
100
qsp .
Celulose - - X X 100 Diluente
SDS X X X X 1,5 Tensoativo
PVP X X X -- 1,0 Aglutinante
Amido -- -- - X 1,0 | Aglutinante
Talco X - X -- 0,2 Deslizante
Modo de adicao Solugdo Mistura Solugdo  Solugdo
do aglutinante a 10% de pés a 10% a 1% o o
s (m/v) P (m/v) (/)

SDS = dodecil sulfato de sédio
PVP = polivinilpirrolidona

O método de granulagdo utilizado foi o por via umida. Os componentes foram
homogeneizados geometricamente e em seguida foi adicionada a solug@o aglutinante até a
formacdo de uma massa de consisténcia firme. A formulagdo na qual o aglutinante foi
adicionado diretamente na mistura de pds utilizou-se dgua destilada como liquido de
granulacdo. A passagem da massa foi forcada através de um tamis de mesh 14 obtendo-se
granulos imidos que foram secos em temperatura ambiente por 24 horas.

Ap6s o processo de granulacdo, os granulados placebos foram submetidos aos ensaios
de caracterizacdo descritos no item 3.4 e em seguida foram compactados. Os comprimidos
obtidos foram submetidos aos ensaios fisicos de peso médio, dureza e friabilidade e a partir dos
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resultados mais satisfatérios foram definidas quais formulagdes seriam utilizadas para a
incorporacdo do ativo descritas no item 3.3.2.

3.3.2 Incorporacao do ativo fipronil as formulacoes

ApO6s os ensaios de caracterizacdo foi definido que os placebos 1 e 3 seriam utilizados
para incorporacao do ativo e desenvolvimento das formulagdes. O granulado 1 foi dividido em
2 lotes, uma vez que no lote 2 foi necessario a adicdo do estearato de magnésio como
lubrificante, pois quando adicionado somente o talco os comprimidos ndo foram formados
adequadamente, ficando o material aderido ao puncdo da compressora e ocorrendo a quebra
dos mesmos durante a sua ejec¢ao. O granulado 3 também foi divido em 2 lotes, variando em
cada um apenas a velocidade de compressdo, para avaliar o desempenho da compressora. A
tabela 3 representa a composicao das formulagdes contendo o ativo Fipronil.

Foi estimada uma porcentagem de FIP a ser adicionada de acordo com o peso médio
obtido nos comprimidos placebos e estipulou que a concentracdo de tensoativo (SDS) utilizada
na formulagdo seria a mesma de farmaco.

Tabela 3. Composicdo dos granulados de fipronil preparados em escala laboratorial

Formulacoes/ 1 3 ~
Componentes Lote 1 Lote2 | Lotel Lote?2 % Fungao
Fipronil X X X X 7,0 Ativo
Lactose X X -- -- gsp 100 Diluente
Celulose -- -- X X gsp 100 Diluente
SDS X X X X 7,0 Tensoativo
PVP X X X X 1,0 Aglutinante
Talco X X X X 0,5 Aglutinante
Estearato de Mg -- X -- -- 1,0 Deslizante
V CP/min 27 27 5 27 - -

Estearato de Mg = estearato de magnésio
V CP/min = velocidade da compressora — comprimidos/minuto

3.3.3 Ajuste de dose

Uma vez escolhida a formulagdo que melhor atendeu aos requisitos estabelecidos pela
Farmacopeia Brasileira (2010) observou-se que os comprimidos obtidos ndo obtinham a dose
desejada. A partir do peso médio dos comprimidos foi realizado célculo para o ajuste de dose.
A dose de Fipronil em cada comprimido foi defina de acordo com Melo (2012), onde foram

20



realizados ensaios de eficdcia do Fipronil contra Ctenocephalides felis felis administrado
através de capsulas por via oral nas doses de 2, 4 e 6 mg/kg em caes da raca Beagle. Por questdes
de seguranca a dose de 2mg/kg foi a escolhida para o desenvolvimento dos comprimidos.
Baseando-se na faixa de peso de cdes de médio porte (10 kg), o ativo foi adicionado as
formulac¢des na concentragdo de 20 mg por comprimido.

3.4 Caracterizacao dos Granulos

Os granulados produzidos foram submetidos a testes de caracterizacdo, a fim de definir
parametros importantes para otimizar o processo de compactagdo, como, angulo de repouso,
velocidade de escoamento, densidade aparente e indice de compressibilidade. Todos os ensaios
foram realizados em triplicata.

3.4.1 Determinac¢ao do angulo de repouso

O angulo de repouso foi determinado segundo o método descrito por Lachman,
Lieberman, Kanig, (2010) em um equipamento adaptado montado no préprio LQEPV. O
equipamento constituiu de uma base horizontal plana, com um suporte fixo onde foi adaptado
um funil de vidro. Uma massa de 50 g de granulado foi despejada através do funil até atingir a
base horizontal levando a formagao de um triangulo, como demonstrado na Figura 3.

Figura 3. Aparato para determinacdo do angulo de repouso adaptado de LACHMAN,
LIEBERMAN, KANIG, 2010.

O angulo foi calculado através da tangente do angulo desse tridngulo, sendo R o raio e
H a altura do triangulo, utilizando a equacgao 1.

Equacdo para o célculo do angulo de repouso:

tano=H/R Equacdo 1

Onde:
o = angulo de repouso
H = corresponde a altura do cone.
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R = corresponde a metade da base do cone.

O angulo de repouso avalia o fluxo de pds, sendo esse considerado um parametro critico
durante a producdo de comprimidos, devido a necessidade de uma alimentacdo uniforme da
matriz da compressora. De acordo com Lachman, Lieberman, Kanig, (2010), valores para o
angulo de repouso menores que 30° indicam um material com fluxo bom, enquanto que, valores
maiores que 40° sao materiais com dificuldades de escoamento, e, portanto necessitam de

agentes deslizantes para otimizar a alimentacdo dos granulos a matriz da mdaquina de
compressao.

3.4.2 Velocidade de escoamento

O equipamento empregado foi o mesmo demonstrado na figura 3. A velocidade foi
determinada através do tempo em minutos (tempo de escoamento) necessario para que uma
massa de 50g de granulo escoasse através do orificio do funil de vidro e o cédlculo foi realizado
através da equacdo 2.

Equacdo para o cdlculo da velocidade de escoamento, expressa em g/s:

V=m/t Equacdo 2

Onde:

V = Velocidade de escoamento do p6

m = massa de p6 em gramas

t = tempo de escoamento do p6 em segundos

3.4.3 Determinacao da densidade aparente

A determinacido das densidades foi realizada pela transferéncia de 50g de granulado para
uma proveta de 100mL, representando o volume aparente, e para garantir o assentamento do pé
as amostras foram submetidas a um niimero padronizado de batidas em uma superficie plana,
representando o volume real. Realizou-se a leitura do volume ocupado pelo granulado na
proveta, antes e ap0s as batidas. Para o cdlculo da densidade aparente foi utilizada a equacdo 3,
sendo o resultado expresso em g/mL.

Equacio para calculo da densidade aparente.

D.=m/v Equacdo 3

Onde:

D. = densidade aparente

m = massa de pé em gramas.

v = volume que o p6 ocupa na proveta em mL.
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3.4.4 Determinacio do indice de compressibilidade

O indice de compressibilidade foi calculado utilizando os valores da densidade dos p6s
antes e depois do assentamento através da equacao 4.

Equacao para o cdlculo do indice de compressibilidade.

IC = (Vi— V) x 100/ V; Equacdo 4

Onde:

IC = indice de compressibilidade em %

Vi - volume inicial ocupado na proveta em mL.
V= volume final ocupado na proveta em mL.

O indices de compressibilidade sdo medidas que proporcionam resultados que permitem
avaliar a compressibilidade dos pds avaliando as interagdes interparticulares. No caso de pos
que t€m boa fluidez, estas intera¢des sdo menos significativas e o indice € pequeno. Segundo A
USP-36 (Farmacopeia Americana) (2013) a fluidez de um p6 pode ser classificada a partir do
IC de acordo com a tabela 4.

Tabela 4. Propriedades de fluidez de pds através do IC

IC (%) Fluidez
5-11 Excelente
12-17 Bom
18 -22 Satisfatério
23-32 Pobre
33 -39 Muito pobre
> 40 Extremamente pobre

Fonte: USP-36 (2013) - NF 31— Bulk Density and Tapped Density of Powders

3.5 Compactacao

As formulac¢des foram comprimidas no Instituto Federal do Rio de Janeiro (IFRJ) —
campus do Maracania, em maquina compressora modelo Monopress LM-1 Lemaq®, com
capacidade de produc¢do de 5-35 comprimidos por minuto, de enchimento manual da matriz
(Figura 4). O equipamento € totalmente encabinado, com a porta frontal acrilico transparente,
sendo, a poténcia do motor de 1,5 CV e didmetro maximo do comprimido de 10 mm. A medicao
da forca nao € realizada pela maquina.
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Figura 4. Compressora Monopress LM-1 Lemagq.

3.6 Ensaios Fisico-Quimicos de Controle de Qualidade dos Comprimidos

Os ensaios de controle de qualidade foram realizados segundo os ensaios descritos na
Farmacopeia Brasileira (2010) para comprimidos nao revestidos, que estabelece parametros
para assegurar a padronizagdo e garantir a qualidade do produto em estudo.

Os ensaios de determinacdo de peso, friabilidade e dureza foram realizados com os
comprimidos placebos e os comprimidos contendo Fipronil. J4 os ensaios de uniformidade de
dose, dissolucao e doseamento foram realizados apenas para os comprimidos contendo Fipronil.

3.6.1 Determinacao de peso

O ensaio se aplica para formas farmacéuticas sélidas em dose unitdria, pds para
injetaveis, e formas farmacéuticas sélidas e semissolidas. O procedimento foi realizado com a
pesagem individual de 20 comprimidos, em balanca analitica. O peso médio foi obtido pelo
calculo da média aritmética das 20 determinacdes de peso.

A avaliagdo da determinacdo de peso foi realizada conforme a especificacdo da
Farmacopeia Brasileira (2010) para comprimidos ndo revestidos de acordo com critérios limites
especificados na Tabela 5.
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Tabela 5. Critérios de avaliacdo da determinac¢do de peso para formas farmacéuticas
so6lidas em dose unitdria.

Formas farmacéuticas em dose

o Peso médio Limites de variacao
unitaria
Comprimidos ndo revestidos ou 80 mg ou menos; +10,0%
revestidos com filme, comprimidos .
o Mais que 80 mg e
efervescentes, comprimidos +7.5%

. . . L menos que 250 mg;
sublinguais, comprimidos vaginais e

pastilhas. 250 mg ou mais. +5,0%

3.6.2 Friabilidade

O ensaio friabilidade, visa demonstrar resisténcia dos comprimidos a ruptura por quedas
ou friccdo durante os processos de revestimento, embalagem, transporte e armazenagem. O
teste foi realizado com a pesagem de 20 comprimidos em balanga analitica (peso inicial) e
introduzidos no aparelho friabilometro sendo submetidos 25 rotagdes por minuto e o tempo do
teste de 4 minutos, segundo a Farmacopeia Brasileira (2010). Decorridos 4 minutos, apenas os
comprimidos integros e sem residuos foram retirados do aparelho, e, novamente pesados (peso
final). Foi calculada a perda percentual de massa dos 20 comprimidos baseada na diferenca de
valores do peso inicial e peso final conforme a equagio 5.

O teste foi considerados aceitavel se os comprimidos obtiverem perda igual ou inferior
a 1,5% (ANVISA, 2010).

Equacao para o cdlculo da friabilidade.

f=(Pi—Pr)x 100/ P; Equacdo 5

Onde:

f = friabilidade em %.

Pi = peso inicial dos comprimidos em gramas
Ps= peso final dos comprimidos em gramas
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3.6.3 Dureza

O teste de dureza permite determinar a resisténcia do comprimido ao esmagamento ou
a ruptura sob pressao radial. A dureza de um comprimido € proporcional a for¢ca de compressao
e inversamente proporcional a sua porosidade. O teste se aplica, principalmente, a comprimidos
nao revestidos. O teste consiste em submeter o comprimido a acdo de um aparelho (Durdmetro)
que mede a forca, aplicada diametralmente, necessaria para esmagé-lo. A determinacdo da
dureza foi realizada com 10 comprimidos, que sdo testados individualmente. O resultado foi
expresso pela média obtida nas determinacdes, por unidade de Newton (N).

Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010) a dureza minima aceitavel deve ser de 30N.

3.6.4 Ensaio de doseamento dos comprimidos

O ensaio de doseamento tem por objetivo quantificar o teor da substancia ativa em
medicamentos. Neste ensaio foram pesados 20 comprimidos e reduzidos a p6 fino com auxilio
do gral e pistilo para obter uma mistura homogénea. De acordo com o peso médio, foram
pesadas trés aliquotas desse pd, que foram transferidas para um baldo volumétrico de 100 mL
e avolumado com ACN. Foi realizada uma dilui¢c@o 1:100 transferindo apés filtracao 1 mL deste
baldo para um baldo de 10 mL e também avolumada com ACN.

As amostras preparadas no ensaio de doseamento e a curva padrdo foram analisada por
CLAE-UV utilizando metodologia, descrita por CID et al, 2012, seguindo as condi¢des
cromatogréficas descritas no item 3.2.

Para o preparo da solu¢do (SM) de FIP, foram pesados, com precisdo analitica, a
quantidade equivalente a 25 mg de FIP com teor de 99,5% e transferidos para baldao volumétrico
de 25 mL, cujo volume foi completado com ACN, resultando em uma solu¢do de Img/mL
denominada de solu¢do mae (SM).

Para o preparo da curva padrdo, a partir da SM, foram realizadas diluicdes nas
concentracdes finais de 1, 5, 10, 25, 50, 75 pg/mL, para obten¢do da curva padrao, utilizando
ACN como diluente.

3.6.5 Uniformidade de doses unitarias

O ensaio de uniformidade de dose € realizado para assegurar formulagdes com doses
corretas. O teste foi através da avaliacio da uniformidade de contetido. Foram pesados
individualmente 10 comprimidos e transferidos cada unidade para um baldao de 100 mL, com
peso previamente aferido e anotado. Posteriormente, foram dissolvidos com ACN com auxilio
do ultrassom, e avolumaram-se os baldes. Uma aliquota de 1 mL deste baldo foi filtrada e
transferida para um baldo de 10 mL e avolumado com ACN. Apds a dilui¢ao, uma aliquota foi
transferida para o vial e analisada por CLAE-UV utilizando metodologia descrita no item 3.2.
Calculou-se o valor de aceitagao conforme a Equagao 6:

Equacao para o cdlculo do valor de aceitagao.

VA=|M-X]|+ks Equagio 6
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Onde:

M: se 98,5% < X > 101,5%, entao M = 100%

(X:) Média dos contetdos individuais (x1, x2,....,xn)

k: constante de aceitabilidade = 2,4

s: desvio padrao da amostra

O valor maximo permitido para o valor de aceitacdo € de 15,0.

3.6.6 Ensaio de liberacao in vitro

3.6.6.1 Estudo da solubilidade de Fipronil e escolha do meio de dissolu¢ao

O estudo de solubilidade foi realizado segundo a metodologia de shake flask, em
plataforma de agitacdo onde foram avaliados os seguintes meios: HCI 0,1 (pH 1,2), tampao
acetato de sédio (pH 4,5) e tampao fosfato de sédio (pH 6,8). Também foram avaliadas a
solubilidade na auséncia do tensoativo (SDS) e na presenca deste em diferentes concentragdes
(0,105 0,50; e 1,0 %).

O ensaio foi realizado seguindo as recomendagdes da Norma Técnica 003/2013 da
ANVISA. Um excesso de FIP foi adicionado em erlenmeyers contendo 50 mL de cada meio a
ser avaliado. Os erlenmeyers foram colocados sob agitacdo constante por um periodo de 24
horas a temperatura de 37°C. Posteriormente as solu¢des foram centrifugadas a 3000 rpm por
10 minutos. Os sobrenadantes foram filtrados em membrana 0,45 pm e analisado por CLAE-
UV utilizando as mesmas condicdes cromatograficas do 3.2. A andlise estatistica para a
solubilidade em cada meio foi realizada através do teste One-way Anova (teste de multiplas
comparacdes de Tukey).

3.6.6.2 Desenvolvimento do ensaio de dissolu¢dao dos comprimidos

No desenvolvimento do ensaio de dissolucdo algumas condicdes foram aplicadas, de
forma a avaliar quais forneceriam um teste de dissolucdo satisfatério. O estudo do perfil de
dissolucdo foi realizado em dissolutor de coleta manual.

A escolha do meio de dissolu¢@o levou em consideracdo a solubilidade do farmaco. O
volume do ensaio de dissolucdo foi de 900 mL. As coletas foram realizadas nos tempos de 5,
15, 30, 45 e 60 minutos, para os comprimidos utilizando lactose como diluente e os tempos de
75, 90 e 120 minutos foram acrescentados para os comprimidos que utilizaram celulose. Em
cada tempo de dissolucdo, foi retirada e filtrada uma aliquota de 10 mL de cada cuba, com
reposicao do meio de dissolug¢do. Para o meio de dissolugdo utilizando HCI, o pH foi ajustado
entre 2,5 e 3,0 com 4cido oxalico e trietilamina e a concentragcdo determinada por CLAE-UV
utilizando metodologia analitica previamente validada. Os parametros aparato, velocidade de
rotagdo foram avaliados conforme a Tabela 6. A andlise estatistica para avaliar a porcentagem
dissolvida em cada meio de dissolucao foi realizada através do teste One-way Anova (teste de
multiplas comparacgdes de Tukey).
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Tabela 6. Condi¢des para desenvolvimento do método de dissolugao

Rotacao
Meio de Dissolucao pH % Tensoativo (SDS) (rpm) Aparato
0,1 Pa
0,5 100 Cesta
HCI 0,1M 1,2
1,0
1,0 Cesta
1,0 50 Pa
Tampao acetato de sddio 4,5
1,0 100 Pa
Tampao fosfato de sédio 6,8

3.6.6.3 Estudo da cinética de dissolu¢do e andlise de fluxo de liberacdo in vitro

A determinagdo da cinética de liberacao foi realizada através de andlise de regressao
linear do gréfico de dispersdo xy, aplicando trés modelos:
*  Ordem zero: quantidade liberada em pug/mL versus tempo (min);
*  Higuchi: quantidade liberada em pg/mL versus raiz do tempo (min);
e Primeira ordem: log da quantidade liberada em pg/mL versus tempo (min).

A partir da andlise do coeficiente linear (r) obtido para cada um dos modelos,
determinou-se a cinética de liberacdo. O modelo que apresentou maior valor de r foi o
escolhido. O valor de fluxo de liberacao (J) corresponde a inclinagdo (a) da porcdo linear da
curva de liberagdo para cada formulagao. O fluxo foi calculado para cada cuba (n=6) e o valor
foi expresso pela média + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada através do teste One-
way Anova (teste de multiplas comparagdes de Tukey).

3.6.6.4 Célculo da eficiéncia de dissolucao

A eficiéncia da dissolu¢ao (ED%) foi calculada de acordo com a metodologia
desenvolvida por Khan (1975), através da razdo entre a drea sob a curva de dissolu¢do (AUC)
do farmaco no intervalo de tempo de dissolucdo total e a drea total do retangulo (ATR) definido
pela ordenada (% de dissolucdo) e pela abscissa. A ED% também permitird comparar
adequadamente os perfis de dissolucdo de farmacos (KHAN, 1975). Esta varidvel estd
relacionada com a quantidade real de farmaco que se encontra dissolvida no meio e, desta
forma, pode-se ter um melhor progndstico dos resultados in vivo.
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3.7 Estudo in vivo

3.7.1 Localizacao do Estudo

Os ensaios foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia
experimental em Parasitologia Veterindria (LQEPV) do Departamento de Parasitologia
Animal/Instituto de Veterinaria, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. O ensaio de
eficacia clinica foi delineado para atender as especificagdes da Lei n° 11.794, de 8 de outubro
de 2008 (Lei Arouca), Decreto n° 6899, de 15 de julho de 2009 e as resolugdes normativas que
envolvem a regulamentacido da experimentacdo animal no Brasil. O estudo foi previamente
aprovado pela comissao de ética do Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRR]J) protocolada sob o CEUA n° 5760051016.

3.7.2 Selecao dos animais e identificacio

Os animais empregados no estudo foram selecionados do plantel do canil do LQEPV
constituido de caes da raca Beagle. Foram selecionados 14 cdes entre machos e fémeas, adultos
com idade entre 1 e 6 anos e peso corporeo entre 10 e 14 Kg. Todos os animais estavam
identificados com transponder implantados no tecido subcutaneo. Com base nas contagens de
pulgas, carrapatos e no sexo os animais foram divididos em 2 grupos, 6 animais no grupo
controle e 6 no grupo tratado.

3.7.3 Origem e Manutencao das Pulgas e Carrapatos

As pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis foram provenientes da coldnia do
LQEPV mantida a 12 anos sem reintrodugao externa de pulgas oriundas de outros animais. Os
carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus carrapatos também foram provenientes da
colonia do LQEPV mantidos a 14 anos sem reintrodug@o externa de carrapatos oriundos de
outros animais.

3.7.4 Tratamento

Os estudos de farmacocinética e eficicia foram realizados concomitantemente a partir
de um unico tratamento. Os animais foram divididos em 2 grupos, controle e tratado. Cada
animal do grupo tratado recebeu por via oral um comprimido de FIP de 20 mg no mesmo dia e
horério.
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3.7.5 Avaliacao in vivo da Eficacia dos Comprimidos de Fipronil no Controle de

Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus sanguineus em Caes

Os animais foram alojados em canis individuais e no dia -14 de estudo foram submetidos
a avaliacdes clinicas para garantir a participacdo de animais sadios no estudo.

Todos os animais foram infestados com 50 pulgas machos e 50 fémeas, adultas nao
alimentadas, com idade de 14 dias e com 25 casais adultos carrapatos da espécie Rhipicephalus
sanguineus no dia -9. No dia -7 os animais foram penteados (comb test) e todas as pulgas e
carrapatos foram retirados e contados. Apenas animais que apresentaram retencdo minima de
25% para pulgas e 20% para carrapatos foram incluidos no estudo.

O ranqueamento dos animais foi baseado na contagem dos parasitos presentes nos
animais. Dividiu-se os animais em dois grupos como 6 animais em cada grupo. Para isso
realizou um sorteio de cada animal mais parasitado para menos parasitado, alocando-se um
animal em cada grupo, e assim sucessivamente completar 6 animais em cada grupo. O grupo 1
foi mantido sem tratamento, grupo controle. O grupo 2 foi tratado por via oral com comprimido
de fipronil de 20 mg. Nos dias -2, +5, +12 os animais foram reinfestados com com 50 pulgas
machos e 50 fémeas da espécie Ctenocephalides felis felis, adultas nao alimentadas, com idade
de 14 dias e com 25 casais adultos carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus.

A avaliacdo das cargas parasitdrias dos animais foram realizadas até que a eficicia do
produto se encontrasse abaixo de 80% para pulgas e carrapatos. Sendo assim nos dias -7, +2,
+7, +14 foram realizadas a retirada mecanica e a contagem das pulgas e carrapatos, € 0s
resultados de eficiéncia foram obtidos a partir da equacgdo 8.

Equacao para o cdlculo da eficdcia pulguicida e carrapaticida.
% Eficacia=(nc—nt) x 100/ nt Equagdo 8

Onde:
nc = ndmero médio de pulgas/carrapatos vivos recuperados no grupo controle.
nt = nimero médio de pulgas/carrapatos vivos recuperados no grupo tratado.

3.7.6 Estudos de farmacocinética descritiva

3.7.6.1 Método bioanalitico

As concentragdes plasmdticas de FIP e seu metabdlito SULF foram analisadas por
CLAE-UV apé6s o procedimento de extracdo por fase sélida (SPE) de acordo com método
descrito por CID et al., 2012a e MAGALHAES, 2016, respectivamente.

Resumidamente as amostras de plasma foram submetidas a extragdao usando cartuchos
de SPE Oasis HBL (Waters) utilizando metanol como eluente. A separagdo cromatografica foi
realizada utilizando com coluna Kromasil C18 100 x 4,6 mm x 3,5um, fase moével
acetonitrila:dgua (60:40) com fluxo 1,0 mL/min. O comprimento de onda utilizado foi 210 nm
e volume de injecao 10 uL.
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3.7.6.2 Construcao da curva de concentracdo plasmatica

Para a constru¢do da curva de concentracio plasmatica das formulac¢des foram coletadas
amostras de sangue de cada animal do grupo tratado em 0, 2, 4, 6, 8, 24 horas e 2, 3, 7, 14, 21,
28 dias apds o tratamento.

Durante a coleta de sangue foram utilizados tubos heparinizados vacutainer de 10 mL.
ApOs a coleta as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a 4°C e o plasma foi
separado em microtubos com duas aliquotas de 1 mL. Apds o tratamento de extragdo as
amostras foram analisados por CLAE-UV, através de metodologia analitica adaptada de CID
et al., (2012) e Magalhaes (2016).

Os valores de concentragdo plasmatica encontrados foram analisados individualmente
para cada animal. Os parametros farmacocinéticos determinados foram: concentracio maxima
absorvida (Cmax), tempo onde ocorre 0 Cmax (Tmax), tempo de meia vida (t1/2), drea sob a
curva de zero até a dltima concentracdo possivel quantificada (AUC 0-t) e drea sobrea curva de
zero a infinito (AUC 0-00). Os resultados foram expressos em relagdo a média aritmética + CV.
A construcdo da curva de concentracdo plasmadtica versus tempo e 0s parametros
farmacocinéticos foi realizada utilizando o macro PK Solver do Microsoft Excel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quantificacao do teor de FIP na matéria-prima

O teor de FIP MP utilizada para o desenvolvimento das formulacdes foi determinado
por CLAE-UV.

A figura 5 representa a curva de calibracdo obtida a partir da SQR de FIP. A equacao
da reta é y=0,3594x + 0,0143 e o coeficiente de correlacdo r = 0,9999
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y =0,3594x + 0,0143
R2 = 0,9999
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Figura 5. Curva de calibrag¢do do padrao (Fipronil S.Q.R).

A tabela 7 mostra os resultados de teor de FIP obtido na matéria-prima utilizada para o
desenvolvimento das formulacoes.

Tabela 7. Quantificacao do teor de fipronil na matéria-prima.

Amostra Teor (%) Teor médio (%) DP DPR (%)
1 99,22
2 98,10 99,5 1,58 1,59
3 101,22

dp = desvio padrao e dpr= desvio padrao relativo
A matéria-prima utilizada apresentou um teor de 99,5%.
4.2 Caracterizacio dos Granulos Placebos

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados obtidos na caracterizagdo dos granulos
utilizados nas formulagdes placebo seguidos do desvio padrdo. Os placebos 1 e 2 foram
desenvolvidos utilizando lactose como diluente e os placebos 3 e 4 utilizaram celulose.
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Tabela 8. Caracterizacdo dos granulos desenvolvidos como formulagdes placebo.

Placebos a(®) V. esc (g/s) Da (g/mL) IC (%)
1 32,7 +£1,08 11,83 +0,53 0,53 +0,01 6,0 +1,53
2 32,6 £0,42 8,71 +£0,25 0,43 £0,01 4,60 +0,38
3 32,6 +1,27 9,20 £0,14 0,32 £ 0,01 3,00 £0,12
4 30,3 £0,76 5,70 £0,15 0,26 £ 0,01 7,30 +£0,46

Legenda: a: angulo de repouso, Vesc (g/s): velocidade de escoamento,
Da: Densidade aparente (g/mL) e IC (%): indice de compressibilidade.
*Valores expressos em média + dp (n=10)

Uma das técnicas de desenvolvimento de comprimidos € a granulacdo por via imida,
sendo necessdrio a caracterizacgio prévia desses granulados antes do processo de compactacao.

As técnicas utilizadas para a avaliagdo de pds ou granulados prévias a compactagao sao
o angulo de repouso, velocidade de escoamento, densidade aparente e indice de
compressibilidade (AULTON, 2005).

Além das propriedades de mistura e compressdo, a fluxibilidade de um p6 € uma
propriedade de importancia critica na producdo de formas farmacéuticas pois é a propriedade
de fluxo que permite a reprodutibilidade de enchimento da maquina de comprimir garantindo a
uniformidade de peso, bem como permite a obten¢do de comprimidos com propriedades fisico-
quimicas mais consistentes (AULTON, 2005).

Os placebos desenvolvidos apresentaram valores de angulo de repouso variando entre
30,3° e 32, 7°, apresentando boas propriedades de fluxo. Prista (1991) considera com boas
propriedades de escoamento, um pé com angulo de repouso inferior a 30°, angulos de repouso
superiores a 40° sugerem um dificil fluxo de pds ou granulados. J4 Aulton (2005) considera que
angulos de repouso maiores que 50° possuem como regra geral, propriedades de fluxo
deficientes, enquanto angulos de repouso proximos a 25°, correspondem a propriedades de
fluxo muito boas.

Outro método simples de determinar diretamente a fluxibilidade de um p6 € medir a
velocidade com que ele escoa pelo alimentador até a matriz da compressora, servindo essa
velocidade como parametro para a comparagdo com outros pds. Os valores de velocidade de
escoamento encontrados variaram entre 5,70 e 11,83 g/s, e foi possivel observar que os placebos
que obtiveram maiores velocidades de escoamento compactaram de forma mais satisfatoria.

A densidade de um pé é dependente do empacotamento das particulas e modifica-se a
medida que o p6 consolida-se. A facilidade com que um poé torna-se consolidado pode ser
utilizada indiretamente para quantificar o fluxo dele (AULTON, 2005). Formulag¢des que
possuem alta densidade podem agregar bom escoamento ao material, garantindo
homogeneidade do processo de enchimento das matrizes da compressora, melhorando
consequentemente o processo de compressao (NIAZI, 2004). A partir das densidades de um p6
€ possivel calcular seu percentual de compressibilidade. Os valores de indice de
compressibilidade encontrados variaram entre 3,0 e 7,3% que de acordo com USP-36 (2013)
diante dos valores obtidos os pds apresentaram uma fluidez excelente (5-11%).

Ap6s a caracterizagdo os granulos foram compactados e submetidos aos ensaios fisicos
(determinacao de peso, dureza e friabilidade).
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4.3 Ensaios Fisicos dos Comprimidos Placebos

Os resultados do ensaio de determinacdo de peso dos comprimidos placebos de 1 e 2
desenvolvidos com lactose € 3 e 4, desenvolvidos com celulose estdo demonstrados nas
Figuras 6 e 7, respectivamente.
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Figura 6. Resultado de determinacdo de peso dos comprimidos placebos 1 e 2
desenvolvidos com lactose.
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Figura 7. Resultado de determinacio de peso dos comprimidos placebos 3 e 4
desenvolvidos com celulose

Os resultados dos de determinagdo de peso, dureza e friabilidade e o peso médio dos
comprimidos placebos estdo demonstrados na Tabela 9.



Tabela 9. Peso médio, dureza e friabilidade dos comprimidos placebos

Comprimidos Peso médio (g)*
Dureza (N)**  Friabilidade (%)
Placebos Média Faixa +5%
1 0,3818 (0,4008-0,3627) 32,0 £ 10,72 0,95
2 0,3077 (0,3220-0,2933) 14,35 +4,17 11,02
0,3163 (0,3322-0,3005) 42,45 6,93 0,09
0,2157 (0,2265-0,2049) 20,4 + 9,59 0,85

Legenda: * Valores expressos em média (n=20)
**Valores expressos em média + dp (n=10)

O placebo 1 obteve comprimidos mais pesados, os placebos 2 e 3, apresentaram valores
de peso médio préximos a 0,300g, sendo o placebo 4 o comprimido de menor peso. Os melhores
resultados de dureza, foram encontrados para os placebos 1 e 3.

A Farmacopeia Brasileira (2010) especifica que os valores de friabilidade devem ser até
1,5%, portanto, os placebos 1, 3, 4 foram aprovados no ensaio, porém o placebo 2 (lactose, sem
adicao de talco) foi reprovado, apresentando valor acima do recomendado.

Os valores obtidos nos ensaios de dureza devem ser no minimo de 30 N, segundo as
especificacdes da Farmacopeia Brasileira (2010), somente os placebos 1 (lactose) e 3 (celulose)
atenderam a este requisito. O que provavelmente pode estar relacionado com a velocidade de
escoamento dos granulos, uma vez que os granulos referentes a estes placebos que fluiram
melhor pela compressora apresentaram melhor compactacdo e proporcionando comprimidos
menos fridveis e com melhor resisténcia.

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de caracterizacao fisico-quimica das
formulacdes placebos, as formulagdes 1 e 3 foram selecionadas para a incorporacdo do ativo
fipronil, uma vez que estas formula¢des apresentaram resultados mais satisfatorios em relagdao
aos critérios estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira (2010).

4.4 Caracterizacio dos Granulos das Formulacées Contendo o Ativo Fipronil

Foram realizados ensaios de caracterizacdo dos granulos desenvolvidos com
incorporacgdo do ativo FIP, a compactacdo dos mesmos e os ensaios de controle de qualidade.

Os valores de angulo de repouso, velocidade de escoamento, densidade aparente e indice
de compressibilidade estdo descritos na Tabela 10. Os granulos de Fipronil que contém lactose
como diluente (1) foram divididos em dois lotes, devido a necessidade da adi¢do de estearato
de magnésio 1,0 % na formulagdo, uma vez que adicionado somente o talco o material a ser
compactado estava ficando aderido aos punc¢des da compressora.
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Tabela 10. Caracterizacao dos granulos das formula¢des contendo Fipronil.

Granulados a () V.esc(g/s) Da(gmlL)  IC (%)
de Fipronil
i 1 34204064 101,13 021 0,52£001 65025
(Lactose) 2 2080+0098 133+061 053+001 4,0+0.12
3 -
31304058 104 +025 036+001 20 £0,15
(Celulose)

Legenda:a: angulo de repouso; V.esc: velocidade de escoamento; Da: Densidade aparente; IC:
indice de compressibilidade.

Os valores de a variaram entre 29,80 e 34,21° semelhantes os resultados encontrados
nos granulos placebos demostrando a fidelidade no processo de granulacdo. Esses valores
também se encontram na faixa recomendada por Prista (1991) e Auton (2005), que determinam
que para um p6 ter um bom fluxo este deve apresentar valores de angulo de repouso entre 20 e
40°. Os valores de velocidade de escoamento foram encontrados na faixa de 10,40 e 13,30 g/s
e os indices de compressibilidade obtidos estdo entre 2,0 e 6,0%, apresentando boas
propriedades de fluidez, de acordo com os valores estabelecidos pela USP-36 (2013) (Tabela
4).

A partir desses granulos foram desenvolvidas duas formulacdes e cada uma dividida em
2 lotes, variando os diluentes, na formulagdo 1 e a velocidade da compressora na formulagao 3.
Ap0s o processo de compactagdo os comprimidos foram avaliados nos ensaios fisico-quimicos.

4.5 Ensaios Fisicos dos Comprimidos Contendo Fipronil

Os resultados obtidos nos ensaios de determinacdo de peso das formulacdes 1 (lactose)
e 3 (celulose) contendo fipronil estdo demostrados nas figuras 8 e 9. As formulacdes foram
divididas em 2 lotes, sendo na formulagdo 1, o lote 1 adicionado de 0,5% de talco e lote 2
adicionado de 0,5% talco e 1,0% estearato de magnésio. E a formulacao 3 variando a velocidade
da compressora, sendo o lote 1 produzindo 5 CP/min e o lote 2 27 CP/min).
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Figura 8. Resultado de peso médio dos comprimido contendo fipronil correspondente aos

lotes 1 e 2 da formulagao 1.
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Figura 9. Resultado de peso médio dos comprimido contendo fipronil correspondente aos
lotes 1 e 2 da formulagao 2.

Nenhuma das formulagdes foram aprovados no ensaio de variacdo de peso, assim como
foi observado para os comprimidos placebos, ndo atendendo a tolerancia de somente duas
unidades fora dos limites estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira (2010) para comprimidos
acima de 250 mg e com variagao de + 5,0%. A obtencdo desses resultados pode estar atribuida
a uma variabilidade do processo de compactacao, em que se faz necessario um ajuste fino da
compressora.

Os resultados obtidos nos ensaios de determinacio de peso, dureza e friabilidade e o
peso médio dos comprimidos contendo fipronil estdo descritos na Tabela 11.
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Tabela 11. Peso médio, dureza e friabilidade dos comprimidos contendo Fipronil.

Comprimidos de Peso médio (g)* Friabilidade
Lote Dureza (N)**

Fipronil Média Faixa + 5% (%)

1 1 0,3818 (0,4008-0,3627) 32,0+ 10,7 0,95
(Lactose) 2 0,5432 (0,5704-0,5160)  83,2+17,2 0,55

3 1 0,3171(0,3330-0,3012) 31,8+7,74 0,27
(Celulose) 2 0,3351(0,3519-0,3183) 32,5+7,83 0,15

Legenda:

Comprimidos de Fipronil 1: utilizou Lactose como diluente (lote 1 — adi¢do de 0,5% de talco
e lote 2 — adi¢do de 0,5% talco e 1,0% estearato de magnésio)

Comprimidos de Fipronil 3: utilizou celulose como diluente (lote 1 - velocidade da
compressora = 5 CP/min e lote 2 = 27 CP/min).

* Valores expressos em média (n=20); ** Valores expressos em média + dp (n=10).

Para os resultados de dureza e friabilidade os dois lotes das formulacdes 1 (lactose) e 3
(celulose) atenderam as especificacdes da Farmacopéia Brasileira (2010), no entanto o lote 2
da formulagdo 1 apresentou maior dureza quando comparado lote 1 provavelmente devido a
adicao do estearato de magnésio, que facilitou o deslizamento do granulado pela compressora
realizando um enchimento eficiente da matriz. Além da maior dureza foi possivel observar que
os comprimidos do lote 2 da formulagdo 1 (lactose) apresentaram peso maior quando
comparados aos comprimidos do lote 1, além de se apresentarem com brilho, o que também
estd relacionado a adi¢do do lubrificante (estearato de magnésio). Segundo (Prista, 1991) os
lubrificantes sdo capazes de assegurarem um completo enchimento da matriz da compressora e
de evitarem a aderéncia dos p6s aos pun¢des da maquina. O estearato se magnésio pode ser
empregado nas porcentagens de 1 a 3%, conferindo muito brilho aos comprimidos. Além da
adicao do lubrificante quando comparamos o diluente utilizado observamos que os granulados
desenvolvidos com lactose possuem uma velocidade de escoamento (Tabela 10) maior (11,13
e 13,3 g/s) em relagdo aos desenvolvidos com celulose, o que permite o maior enchimento da
matriz, resultando em comprimidos com massa maior (0,3818 e 0,5432 g). Em contrapartida,
os granulos desenvolvidos utilizando celulose apresentou valores de velocidade de escoamento
menor (10,04 g/s) e, portanto, dificultou o total preenchimento da matriz, resultando em
comprimidos com menor peso (0,3171 e 0,335 g). Como os lotes 2, das duas formulagcdes
apresentaram melhores resultados na caracterizacao, eles foram selecionados para a realizacao
dos ensaios de doseamento e uniformidade de contetido e estudo de dissolugdo.

4.6 Ensaios de doseamento e uniformidade de contetido dos comprimidos de Fipronil

A Figura 10 representa a curva de calibrag@o obtida a partir do padrao de FIP. A
equacdo da reta é y= 0,5104x + 0,0076 e o coeficiente de correlagdo r = 0,9994.
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Figura 10. Curva padrao de calibracao do FIP

Os resultados dos ensaios de teor e uniformidade estdo descritos na Tabela 12. Os lotes
2 dos comprimidos 1 e 3 foram selecionados para realizar os respectivos ensaios, pois
apresentaram melhores resultados de variagdo de peso e resisténcia mecanica quando
comparados com os comprimidos dos lotes 1.

Tabela 12. Resultados dos ensaios de doseamento e uniformidade de dose dos
comprimidos de Fipronil.

Comprimidos de DPR Uniformidade de
Doseamento™ VA
Fipronil (%) dose*
1
106,1 £ 1,19 8,9 99,0 £ 6,30 13,96
(Lactose)
3
93,08+94 1,27 94,41 +£292 1,04
(Celulose)

Legenda: *% em relacdo ao declarado. Valores expressos em média = dp. VA: valor de
aceitacdo, DPR: desvio padrdo relativo.

Os resultados obtidos no doseamento e na uniformidade de dose unitdria, para as
formulacdes 1 e 3 estavam dentro dos valores preconizados pela Farmacopeia Brasileira (2010).
Os comprimidos contendo lactose (1) apresentaram a média de dose de 34,7 mg e os
comprimidos contendo celulose (3) apresentaram dose de 20,6 mg, sendo portanto, necessario
ajustar a dose de Fipronil nos comprimidos que utilizaram lactose, uma vez que a dose deseja
era de 20 mg. Essa maior dose pode ser explicada devido ao seu maior peso médio quando
comparado aos comprimidos utilizando celulose como diluente. Por este motivo, o ajuste de
dose foi necessario, uma vez que o peso médio dos comprimidos € maior, a quantidade do ativo
também € elevada.

Ap6s esses ensaios foram desenvolvidas formulagdes com a dose de fipronil ajustada
obtendo comprimidos com a dose 20 mg, sendo estes aprovados no ensaios fisico-quimicos
estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira (2010), como demonstrado no item 4.7.
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4.7 Ajuste de dose

A formulacdo desenvolvida para o ajuste de dose nos comprimidos utilizando lactose
apresentou resultados semelhantes as demais formulagdes nos ensaios de caracterizagao dos
granulos como demostrado na tabela 13.

Tabela 13. Caracterizacao dos granulados desenvolvidos para ajuste de dose.

Parametros o V. esc (g/s) Da (g/mL) IC (%)

CP 20 mg 29,80 £0,98 13,3 £0,61 0,53 £0,01 4,0 £0,01

O comprimido desenvolvido para ao ajuste de dose apresentou peso médio de 0,550 g
(Figura 11), ndo estando nenhuma unidade fora da faixa de aceitagdo (5%) estabelecida pela
Farmacopéia Brasileira (2010). Os resultados dos ensaios fisico-quimicos estdo disponiveis na
Tabela 14.

Ajuste de dose - Peso individual
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2 Lo
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0,540

0,530

V 5%

0,520

Faixa de Peso (g)
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Figura 11. Resultado de peso médio dos comprimidos desenvolvidos para
ajuste de dose.
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Tabela 14. Caracterizagao Fisico-Quimica dos comprimidos desenvolvidos para ajuste de
dose.

Dureza Friabilidade Doseamento* DP Uniformidade VA

Paramet
arametros (N) (%) (%) de contetido

CP20mg  53,40+7,80 0,67 109,06 + 1,18 1,08 104,43+2,55 10,82

Legenda:*% em relagdo ao declarado. Valores expressos em média + dp. VA: valor de
aceitacdo, DPR: desvio padrao relativo

Quando realizado o ajuste de dose, os ensaio de caracterizacao dos granulos apresentou
resultados semelhantes aos obtidos nos placebos e nas formulacdes desenvolvidas,
demonstrando fidelidade no processo de granulacdo. Além disso, formulagdo atendeu a todos
os requisitos estabelecidos pela Farmacoépeia Brasileira (2010) para os ensaio de caracterizacao
fisico-quimica dos comprimidos, como demostrado na Figura 10 e Tabela 14, ao contrario das
demais formulagdes que ndo foram aprovadas no ensaio de peso médio, demonstrando assim
um melhor ajuste da compressora no desenvolvimento dessa formulacao.

Figura 12. Comprimidos desenvolvidos no ajuste de dose

Foram obtidos comprimidos 0,5 cm de espessura 50 mm de diametro, de cor branca,
superficie lisa e uniforme, sem manchas e com brilho, como demonstrado na Figura 12, com
valores de dureza, friabilidade, doseamento e uniformidade de conteddo (Tabela 14) dentro dos
padrdes estabelecidos pelos métodos gerais da Farmacopéia Brasileira.

Esses comprimidos foram utilizados para realizacdo dos ensaios in vivo, apos os
resultados obtidos no estudo de liberacdo in vitro.

43



4.8 Ensaio de Liberacao in vitro

Utilizou-se entdo os trés meios para a avaliagdo da influéncia do pH no perfil de
dissolucdo, utilizando as condi¢des mais drasticas, pa a 100 rpm, analisando primeiramente os
comprimidos desenvolvidos com lactose.

4.8.2 Estudo de Perfil de Dissolucio in vitro

Para realizar o estudo do perfil de dissolucgdo in vitro foram calculadas as porcentagens
de farmaco dissolvidas ao longo do tempo e a eficiéncia de dissolucdo, e realizados também o
estudo de cinética de dissolugdo e andlise de fluxo. A partir da andlise conjunta de todos esses
parametros, definiu-se qual seria o melhor método de dissolu¢do a ser utilizado para os
comprimidos de fipronil.

A Tabela 16 representa as porcentagens dissolvidas de FIP no estudos de liberacdo in
vitro das formulacdes desenvolvidas.

Foram comparadas as condicdes de pH, concentracio de tensoativo, aparato e rotacao,
para determinag¢do de um método que fosse mais discriminativo para o perfil de liberacdo do
FIP. Foi possivel observar que a maior porcentagem dissolvida foi encontrada na condicao HCI
0,1 com 1,0% de SDS utilizando pd a 100 rpm. As comparacdes dos ensaios de perfil de
dissolucdo estao demonstradas nas figuras 13 a 17.

A maior porcentagem dissolvida foi observada em HCl 0,1 M (99,9%), seguida do
tampao fosfato de sédio (84,7%) e acetato de sddio (84,6%).
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Tabela 16 - Porcentagem de fipronil dissolvida em casa tempo no estudo de liberag¢ao in vitro

(n=6) dos comprimidos de fipronil desenvolvidos em diferentes condi¢des € meios de

dissolucdo.
T(;nff)o CP de Lactose — 1,0 % SDS - P4 100 rpm = DP
Fosfato pH 6,8 Acetato pH 4,5 HC10,1 M
0 0,00 £ 0,00 0,00 £0,00 0,00 £ 0,00
5 24,30 £ 2,16 29,70 £ 3,31 26,64 + 3,31
15 66,30 + 3,95 70,60 + 4,33 73,75 £9,32
30 84,40 £1,92 85,50 £ 2,14 96,91 + 12,02
45 86,20 = 2,06 84,70 £ 2,04 99,27 + 12,50
60 84,70 £ 2,53 84,60 = 1,76 99,90 + 12,62
CP de Lactose em HC1 0,1 M - P4 100 rpm = DP
Sem SDS SDS 0,1% SDS 0,5%
0 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
5 6,61 £0,09 13,37 1,95 20,02 + 1,04
15 6,81 £0,04 21,04 £ 6,59 54,96 + 1,60
30 6,59 £ 0,06 27,70 £ 1,94 81,67 £7,42
45 6,55 £ 0,06 28,68 + 0,86 84,15 +£8,32
60 6,55 £ 0,05 28,31 £0,71 86,67 £ 6,19
CP de Lactose - HC1 0,1 M + 1,0% SDS - P4 100 rpm + DP
P4 50 rpm Cesta 100 rpm
0 0,00 £0,00 0,00 £ 0,00
5 19,55 £ 2,58 28,62 + 3,34
15 58,72 +7,15 69,92 + 8,44
30 83,51 £ 10,14 87,47 £ 11,40
45 89,83 £ 11,07 91,31 +4,84
60 88,74 £ 10,88 90,16 + 11,66
CP de Celulose em HC1 0,1 + SDS 1% Pa 100 rpm + DP
0,1% SDS 0,5% SDS 1,0% SDS
0 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
5 1,31 £5,59 1,37 £3,76 6,32 £ 0,96
15 13,31 £4,98 16,76 + 3,48 26,17 £0,76
30 23,53 +£3,51 29,84 + 2,00 40,36 £ 2,15
45 22,88 £2,52 37,35+1,93 46,70 + 3,20
60 24,14 £ 2,59 41,70 £ 1,88 50,88 +0,91
75 23,16 £ 1,21 47,05 £ 1,52 50,04 + 1,07
90 24,88 + 0,81 50,79 £ 1,75 53.07 £ 0,98
120 26,68 + 1,57 54,88 + 1,25 56,08 +0,87
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As figuras abaixo representam a curvas de dissolu¢do nas diferentes condi¢des de

andlise.

A Figura 14 representa os perfis de dissolu¢cdo dos comprimidos utilizando lactose como
diluente em meio de dissolu¢do de diferentes valores de pH. Foi possivel observar que pH 1,2
a formulagdo apresentou maior porcentagem dissolvida.

—e— Tampdo fosfato - pH 6,8

—=— Tampao acetato - pH 4,5
—+— HCI0,l M-pH 1,2

% Dissolvida

0 T Ll Ll 1
0 15 30 45 60

Tempo (min)

Figura 14. Perfis de dissolu¢do de comprimidos utilizando lactose como diluente, usando o
aparato pa com rotacdo a 100 rpm e 1% de tensoativo (SDS).

A Figura 15 representa o perfis de dissolu¢cdo de comprimidos de FIP utilizando lactose
como diluente em HCI 0,1M com diferentes concentragdes de tensoativo SDS e utilizando o

aparato pa a 100 rpm.

—— HC10,1 M +SDS 1%

-+ HCI0,1 M+ SDS 0,5%

—— HCI0,1 M+ SDS 0,1%
HC10,1 M

% Dissolvida

Tempo (min)

Figura 15. Perfis de dissolucdo de comprimidos de Fipronil utilizando lactose como
diluente em HCI 0,1M com diferentes concentragdes de tensoativo SDS, utilizando o aparato

pa a 100 rpm.
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A Figura 16 representa os resultados da variagao dos aparatos e rota¢des utilizados nos
ensaios de dissolucdo. A utilizacdo da pd como aparato a 100 rpm demonstrou um perfil de
liberagdo mais eficiente quando comparado aos outros métodos, sendo escolhido como método
de eleicao para a relizacao das proximas dissolugdes.

120+

—— P4 100 rpm
- (Cesta 100 rpm
—— P4 50 rpm

% Dissolvida

0 15 30 45 60
Tempo (min)

Figura 16. Perfis de dissolucdo de comprimidos utilizando lactose como diluente
comparando a influéncia do aparato e da rotacdo no ensaio de dissolucdo, usando HCI 0,1M
+ SDS 1,0%.

A Figura 17 representa o perfil de dissolu¢do dos comprimidos de FIP utilizando
celulose como diluente em HCl 0,1 M com diferentes concentragdes de tensoativo SDS e
utilizando o aparato pa a 100 rpm.

100+
=~ HCI0,1 M+ SDS 1%
80- —~— HC1 0,1 M+ SDS 0,5%
< —— HCI0,1 M +SDS 0,1%
2 604
2
8 40-
X
20+

0 15 30 45 60 7 90 105 120
Tempo (min)

Figura 17. Perfis de dissolucdo de comprimidos de Fipronil utilizando celulose como
diluente em HCI 0,1M com diferentes concentragdes de tensoativo SDS, utilizando o aparato
pa a 100 rpm.

A Figura 19 compara os dois perfis de liberacdo dos comprimidos contendo lactose e
celulose como diluentes nas mesmas condi¢des de dissolu¢do, com a finalidade de comparar a
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influéncia do diluente no ensaio de dissolucdo. O comprimido de Fipronil contendo celulose
como diluente, apresenta um perfil mais lento e, portanto, ndo confere uma liberacdo imediata,
que determina 75% de dissolu¢do do farmaco em 45 minutos (ANVISA, 2010).

1001
—e— (Celulose
80+ -#- [ actose
=
=
2z 60
(=]
wn
2
a8 404
N
201

0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo (min)

Figura 18. Perfis de dissolu¢cdo de comprimidos utilizando lactose e celulose como
diluente, usando como meio de liberacdo HC1 0,1 + SDS 1%, aparato Pa a 100 rpm.

Na Tabela 17 estao apresentados o resumo dos resultados estatisticos da porcentagem
de farmaco dissolvida apds 30 minutos de dissolucdo avaliando a influéncia do pH no perfil de
dissolugdo para os comprimidos utilizando lactose com diluente.

Apds a obtencdo das porcentagens dissolvidas de FIP foram realizadas andlises
estatisticas (One-way Anova (teste de multiplas comparacdes de Tukey)), com intuito de
verificar se os resultados obtidos eram significativamente diferentes de acordo com as varia¢des
no método de dissolugdo, Inicialmente foi avaliada a porcentagem de fairmaco dissolvida em 30
minutos de dissolu¢do em diferentes valores de pH, como demonstrado na Tabela 17.

Tabela 17. Resumo dos dados estatisticos da porcentagem de fipronil liberado apds 30 minutos
de estudo de liberacdo in vitro utilizando HCI 0,1 M + SDS 1% a 100 rpm utilizando como
aparato pa em diferentes pH’s.

Comparacio meios de liberacao Significancia ?
HC1 0,1 M x Tampao fosfato de sédio P <0,0001 *#3**
HC1 0,1 M x Tampdo acetato de sédio P < 0,000
Tampio acetato de sédio x Tampio fosfato de sédio P> 0,05

(a) Significativo para P < 0,05. Teste estatistico: One-way Anova (teste de multiplas
comparacoes de Tukey)

Foi possivel observar que os tampdes acetato e fosfato de sédio ndo apresentaram
diferenca significativa entre si, no entanto ambos apresentaram diferenca significativa em
relacdao ao HC1 0,1M.
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Na Tabela 18 estd apresentado o resumo dos resultados estatisticos da porcentagem de
farmaco dissolvida apés 30 minutos de dissolu¢do avaliando a influéncia da concentraciao de
tensoativo utilizada nos diferentes ensaios, para ambos comprimidos. Foi possivel observar que
todos os perfis de dissolugao apresentaram diferenca significativa entre si quando variava-se a
concentracdo de tensoativo utilizada.

Tabela 18. Resumo dos dados estatisticos da porcentagem de FIP liberado apds 30 minutos de
estudo de liberacdo in vitro das formulagdes utilizando lactose e celulose como diluentes em
diferentes meios de liberacio.

Comparacio das concentracoes de SDS Significancia ?
HC10,1 M x HC1 0,1 M + SDS 0,1% P <0,0001****
HC10,1 M x HC1 0,1 M + SDS 0,5% P <0,0001 ****
% HC10,1 M x HC1 0,1 M + SDS 1,0% P <0,0001 ****
S| HC10,1 M+ SDS 0,1% x HCI 0,1 M + SDS 0,5% P < 0,0001%+5*
N HCI1 0,1 M + SDS 0,1% x HC1 0,1 M + SDS 1,0% P <0,000 1%
HCI1 0,1 M + SDS 0,5% x HC1 0,1 M + SDS 1,0% P <0,0001#s##*
2 HC10,1 M + SDS 0,5% x HC1 0,1 M + SDS 1,0% P < 0,000 ##k*
5% HCI1 0,1 M + SDS 0,1% x HC1 0,1 M + SDS 1,0% P <0,0001 ****
&| HC10,1 M + SDS 0,1% x HC1 0,1 M + SDS 0,5% P < 0,0001 %%

(a) Significativo para P < 0,05. Teste estatistico: One-way Anova (teste de multiplas
comparacoes de Tukey)

Na Tabela 19 estd apresentado o resumo dos resultados estatisticos da porcentagem de
farmaco dissolvida ap6és 30 minutos de dissolu¢do avaliando a influéncia da rotacdo e o aparato
utilizada no perfil de dissolucdo para os comprimidos utilizando lactose com diluente. As
variacdo dos aparatos, cesta e pé, apresentaram diferenca significativa entre si, assim como a
velocidade de rotacao.
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Tabela 19. Resumo dos dados estatisticos da porcentagem de FIP liberado ap6s 30 minutos de
estudo de liberacao in vitro utilizando HC1 0,1 M + SDS 1%, variando o aparato, a rotagcdo e a
formulacao.

Comparacio aparato, rotacao e formulaciao Significancia ?
100 rpm cesta x 100 rpm Pa P <0,05*

50 rpm P4 x 100 rpm P4 P <0,001%**
50 rpm P4 x 100 rpm Cesta P> 0,05
Celulose x Lactose P < 0,000

(a) Significativo para P < 0,05. Teste estatistico: One-way Anova (teste de multiplas

comparacoes de Tukey)

4.8.3 Estudo da cinética de dissolucio e analise de fluxo de liberacao in vitro

Os estudos de liberacdo in vitro visam a avaliacdo da libera¢do/cedéncia do farmaco a
partir da formulagdo desenvolvida. A partir do perfil de liberacao pode-se determinar a cinética
para cada formulagdo. Para isso, escolheu-se a por¢do mais linear de cada perfil e aplicou-se os
trés modelos cinéticos (item 3.6.6.3) para determinacdo da equagdo da reta de regressao linear
(y = ax + b). O modelo que apresentou maior valor de correlag@o linear (mais proximo de 1)
foi escolhido como modelo cinético do estudo. O valor de fluxo (J) corresponde ao valor de
inclinacdo a da equacdo da reta de regressao linear. Os valores de fluxo (J) e correlacdo linear
(r) das formulagdes analisadas estdo demonstrados na Tabela 20.

Os estudos de dissolug@o revelaram uma cinética pseudo-primeira ordem. O perfil de
dissolucdo da formulacao utilizando lactose no desenvolvimento, nas condi¢des de HCI 0,1M
com 1,0% de SDS utilizando pé a 100 rpm, foi que apresentou maior valor de fluxo de liberacdo

().
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Tabela 20. Determinagdo do fluxo (J) e cinética de liberacao (n=6) dos comprimidos de FIP

utilizando diferentes diluentes e meios de dissolugao.

. Meio de Rotacio " Correlacao R,
Excipiente Liberaciio SDS %  Aparato (rpm) Fluxo (J) linear (r) Modelo Cinético
- 0,114 + 0,060 0,669
0,1 P4 100 1,100 + 0,184 0,869
0,5 4,204 + 0,545 0,930
HC10,1M o
1,0 5,177 £ 0,008 0,922 Pseudo- primeira
Lactose ordem
1,0 Cesta 100 4,507 £ 0,484 0,907
1,0 Pa 50 4912 +0,318 0,926
Tampdo Acetato 1,0 Pa 100 2,091 0,225 0,861
Tampao Fosfato 1,0 Pa 100 2,352 +0,236 0,882
0,1 P4 100 1,742 £ 0,103 0,968
Celulose HCI10,1M 0,5 P4 100 1,972 + 0,130 0,994 Pseudo- primeira
ordem
1,0 P4 100 1,009 + 0,235 0,974

* Valores expressos em média + dp
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dissolucdo (concentragdo de SDS, aparato e rotagdo), nao influenciaram no perfil cinético.

Os estudos de dissolucao revelaram uma cinética pseudo-primeira ordem. O diluente
utilizado no desenvolvimento das formulacdes, assim como das condi¢des do ensaios de

A Tabela 21 apresenta o resumo dos dados estatisticos para os valores de fluxo obtidos
a partir dos estudos de cinética de liberacao para todos os meios de dissolucao testados.

Tabela 21. Resumo dos dados estatisticos do fluxo (J) apds estudo de liberagdo in vitro das
formulacdes utilizando lactose como diluente em diferentes meios de liberacdo utilizando pa
como aparato com rotacdo a 100 rpm.

Comparacio meios de liberacao

Significancia ?

CP Lactose

Tampao acetato de s6dio x Tampao fosfato de sédio

HC10,1 M + SDS 1,0% x Tampao acetato de s6dio
HC1 0,1 M + SDS 0,5% x Tampao acetato de s6dio
HC1 0,1 M + SDS 0,1% x Tampao acetato de s6dio
HC1 0,1 M x Tampao acetato de sdédio

HC1 0,1 M + SDS 1,0% x Tampao fosfato de sédio
HC1 0,1 M + SDS 0,5% x Tampao fosfato de sédio
HC1 0,1 M + SDS 0,1% x Tampao fosfato de sédio
HC1 0,1 M x Tampao fosfato de sédio

HC10,1 M + SDS 0,5% x HC1 0,1 M + SDS 1,0%
HCI1 0,1 M + SDS 0,1% x HC1 0,1 M + SDS 1,0%
HCI10,1 M x HC10,1 M+ SDS 1%

HC10,1 M + SDS 0,1% x HC1 0,1 M + SDS 0,5%
HCI10,1 M x HC10,1 M + SDS 0,5%

HCI0,1 M x HC10,1 M+ SDS 0,1%

P> 0,05
P < 0,000 #k3**

P < 0,000 #***
P <0,01%*

P < 0,000 #***
P < 0,000 #***
P <0,0001%**%*
P < 0,000 #***
P < 0,000 #***
P> 0,05

P < 0,000 #***
P < 0,000 #***
P < 0,0001%**%*
P < 0,000 #***

P <0,001***

CP Celulose

HC10,1 M + SDS 0,5% x HC10,1 M + SDS 1%
HCI1 0,1 M + SDS 0,1% x HC1 0,1 M + SDS 1,0%

HCI1 0,1 M + SDS 0,1% x HC1 0,1 M + SDS 0,5%

P> 0,05
P < 0,000 #k3*

P < 0,000 %%

(a) Significativo para P < 0,05. Teste estatistico: One-way Anova (teste de multiplas
comparacoes de Tukey)
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4.8.4 Calculo da eficiéncia de dissolucao

A Tabela 22 apresenta os dados de eficiéncia de dissolu¢@o para ambas formulagdes nos
diferentes ensaios.

Tabela 22. Eficiéncia de Dissolucdo das formulagdes nos diferentes meios de liberagao.

Dissolucio Excipiente Meio de Liberacdo SDS % Aparato R((:‘t;fle;o % ED
1 - 6,3
2 0,1 P4 100 23,8
3 0,5 66,2

HCI10,1M
4 1,0 80,0
Lactose
5 1,0 Cesta 100 74,0
6 1,0 Pa 50 69,0
7 Tampao Acetato 1,0 Pa 100 71,5
8 Tampao Fosfato 1,0 Pa 100 70,1
9 0,1 P4 100 21,4
10 Celulose HCI10,1M 0,5 Pa 100 37,7
11 1,0 P4 100 43,6

O perfil de dissolucdo da formulagdo utilizando lactose no desenvolvimento, nas
condi¢des de HC1 0,I1M com 1,0% de SDS utilizando péa a 100 rpm, foi que apresentou maior
valor de eficiéncia de dissolugdo (80%).

Para a escolha do método de dissolucdo foi necessario correlacionar todas as andlises
realizadas no estudo do perfil de dissolucao in vitro.

Quando analisado o fluxo de liberacdo (J) (Tabela 20), o maior valor apresentado foi na
dissolugcdao em HCI1 0,1 M (5,177 = 0,008), assim como maior eficiéncia de dissolucao (80%),
seguidas do tampao acetato (71,5%) e fosfato (70,1%), como apresentado na Tabela 22,
constatando que o melhor perfil de dissolu¢@o apresentado para o comprimido foi em HC1 0,1M,
seguindo com este meio para a avaliacdo dos préximos parametros avaliados no estudo de
dissolu¢do. Uma vez que consideramos as condi¢des mais drésticas, era necessario utilizar
condic¢des que diminuissem essa drasticidade como recomendado pela nota técnica 003/2013.
Foram testadas as diferentes condi¢des como, concentracao de tensoativo, aparato e rotagdo, e
avaliados eficiéncia de dissolu¢do (%ED), a porcentagem dissolvida em 30 minutos, o fluxo de
liberacao (J) para comparacao.

Quando analisado o parametro concentrac¢io de tensoativo, observou-se que sem SDS e
a concentragdo de 0,1%, ndo atingem 75% de dissolucdo em 45 minutos, 0 que caracteriza os
comprimidos de liberagdo imediata segundo a RDC N°. 31, de 11 de agosto de 2010. Pode-se
observar que a adi¢do do tensoativo ao meio de liberacdo aumentou de maneira progressiva a
eficiéncia de dissolucao (Tabela 22), levando também a um aumento do fluxo de liberagdo (J)
(Tabela 20), de maneira proporcional ao aumento da sua concentragao.

53



Apesar da concentragdo em 0,5% de SDS ter apresentado 75% de liberagao, assim como
1,0%, ambas foram diferentes significativamente e a ED foi superior na concentracdo de 1% de
SDS, sendo entdo essa concentracdo definida para seguir com a avaliacdo dos préximos
parametros (aparato e rotacdo). Sendo assim, o meio de dissolu¢do definido foit HC1 0,1 M com
1,0% de SDS.

O aparato escolhido foi a p4 com rotacao a 100 rpm, pois foi a condi¢cdo que apresentou
melhores valores de porcentagem dissolvida, J e ED. Apesar dos valores de J para o perfil
utilizando cesta (4,505 + 0,484) e a rotagdo a 50 rpm (4,912 + 0,318) serem bem préximos para
o perfil usando pd a 100 rpm, eles diferem estatisticamente entre si. Sendo assim o melhor meio
de dissolucdo foi HC1 0,1M com adi¢do de 1,0% de SDS utilizando as condi¢des pa a 100 rpm.

A escolha do melhor método de dissolucdo, assim como meio de liberacdo e da
formulacdo desenvolvida fica evidenciada através dos resultados obtidos de porcentual
dissolvido no perfil de liberagdo, assim como nos valores de fluxo de liberacdo encontrados e
na eficiéncia de dissolucao.

Ensaios de dissolucdo foram realizados para os comprimidos desenvolvidos com
celulose, utilizando HC1 0,1M com diferentes concentracdes de SDS (0,1; 0,5 e 1,0%), na
condicdo escolhida, pd a 100 rpm. Esses comprimidos ndo atingiram a especificacdo
estabelecida ela RDC N°. 31, de 11 de agosto de 2010, para comprimidos de liberacdo imediata
(75% em 45 min). Essa formulacdo apresentou uma liberacio mais lenta e atingindo
aproximadamente 50% de liberacao em 90 minutos.

O método de dissolucdo escolhido € discriminativo para as duas formulagdes
desenvolvidas. Ainda segundo a RDC N° 31, de 11 de agosto de 2010, um método ¢é
discriminativo quando o mesmo € capaz de evidenciar mudancas significativas nas formulacdes
e nos processos de fabricacdo dos medicamentos testados que podem afetar o desempenho da
formulacao.

Para produzir seu efeito um medicamento depende da sua liberagcdo, dissolugdo e
solubilizacdo em condi¢des fisioldgicas, além da sua permeabilidade através do trato TGI, e o
ensaio de dissolugdo in vitro quando realizado de maneira adequada € capaz de predizer o
comportamento do farmaco in vivo (KAMALAKKANNAM et al., 2011). O tamanho da
particula influéncia diretamente no tamanho da particula do granulo formado na granulagdo. A
celulose possui tamanho menor quando comparada lactose (KUSHNER et al., 2011). Particulas
menores, conduz a pds mais coesivos, produzindo agregados que sdo dificeis de serem
quebrados reduzindo assim a velocidade de cedéncia dos comprimidos. E importante assegurar
que um comprimido seja formulado de tal modo que se desintegre, e que os agregados sejam
desmontados para que a drea superficial do farmaco fique exposta ao meio de dissolugdo
(AULTON, 2005). O que poderia explicar a liberacdo lenta da celulose.

Sendo assim a condi¢do de de HCI 0,1M com 1,0% de SDS utilizando pd a 100 rpm foi
a eleita a melhor condi¢do para o ensaio de dissolu¢do. E os comprimidos utilizando lactose
como diluente foi o escolhido para a realizagdo dos ensaio in vivo, uma vez que os comprimidos
utilizando celulose ndao apresentaram perfil de dissolucdo adequado para comprimidos de
liberacao imediata (75% em 45 min) (ANVISA, 2010).

A partir do estudo determinou-se que os ensaios in vivo seriam executados utilizando os
comprimidos utilizando lactose no desenvolvimento, pois estes foram classificados como
comprimidos de liberacdo imediata. Os comprimidos de liberacdo imediata sdo escolhidos,
devido ao tamanho do TGI dos caes, que € curto, além disso esvaziamento géstrico ocorre de
maneira rapida (SONG, et al.2016).
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4.9 Estudo in vivo

4.9.1 Estudo de farmacocinética descritiva

A Figura 20 representa as curvas bioanaliticas da relacdo de area do padrdes analiticos
(Fipronil e Fipronil-sulfona) e padrao interno (Etiprol) em plasma canino. A equac¢do da reta é
y=0,662x + 0,0143 e o coeficiente de correlagdo r = 0,9937 para o FIP e y=0,4777x + 0,0135
e o coeficiente de correlacao r = 0,9939 para SULF.

CURVA BIOANALITICA FIPRONIL ,
CURVA BIOANALITICA FIPRONIL SULFONA
1,40
1.20
1.00

£ 080 2
< 0.60 g 1
£ 0.40 y =0,662x +0,0751 = 05 y =0,4777x - 0,0135
g 0.20 R2=0,9937 g2 R2=0,9939
< 0,00 =0
0 0,5 1 1.5 2 2,5 0 2 4 6
Concentragdo (ug/mL) Concentracao (ug/mL)

Figura 19. Curvas bioanaliticas da relacdo de drea dos padrdes analiticos (Fipronil e Fipronil-
sulfona) e padrao interno (Etiprol) em plasma canino.

A partir das curvas acima foram calculadas as concentra¢des de FIP e SULF encontradas
ao longo do tempo em cada animal, como demonstrado nas tabelas 23 e 24, respectivamente.

As médias dos valores de concentragdes de FIP encontrados individualmente em cada
animal estdo demonstrados na Tabela 23.
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Tabela 23. Concentracdo de Fipronil encontrada em cada animal.

Concentracao Plasmatica de Fipronil (ug/mL) por animal

Tempo
(horas) 1 2 3 4 5 6 Média + dp
0 0,000 0,000 0,000 0 0,000 0 0,000 0,000
1 1,683 1,703 1,265 1,956 0,467 3,167 1,707 £ 0,809
2 0,792 1,646 0,906 0,100 1,743 0,879 1,011 £ 0,555
4 1,799 0,519 1,790 0,710 0,616 4,034 1,578 £ 1,220
6 1,018 0,502 0,862 0,287 0,642 1,126 0,739 £ 0,292
8 0,886 0,312 0,851 0,685 0,268 1,041 0,674 +£ 0,291
24 0,538 0,049 0,213 0,203 0,108 0,990 0,350 £ 0,325
48 0,362 0,189 1,261 0,524 0,088 0,727 0,525 £ 0,390
72 0,416 0,343 0,914 0,540 0,982 0,491 0,614 £0,244
96 0,344 0,209 0,493 0,192 0,784 0,427 0,408 £ 0,200

168 1,249 0,275 0,539 0,298 0,299 0,296 0,493 £ 0,350
336 0,100 0,120 0,137 0,120 0,035 0,022 0,089 + 0,044
504 0,100 0,100 0,058 0,110 0,275 0,051 0,116 + 0,075
672 0,100 0,100 0,177 0,100 0,138 0,039 0,109 + 0,042




As médias dos valores de concentragdes de SULF encontrados individualmente em cada
animal estdo demonstrados na Tabela 24.

Tabela 24. Concentracdo de Fipronil-sulfona encontrada em cada animal.

Concentracao Plasmatica de Sulfona (ug/mL) por animal

Tempo
(horas) 1 2 3 4 5 6 Média + dp
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 + 0,000
1 0,899 1,357 0,690 0,977 0,028 0,934 0,814 £ 0,442
2 0,675 1,132 0,639 0,092 0,155 0,778 0,578 £ 0,394
4 1,862 0,772 1,333 0,471 0,434 1,485 1,060 = 0,586
6 0,849 0,262 0,557 0,329 0,409 0,882 0,548 + 0,265
8 1,018 0,670 0,471 0,718 0,227 0,658 0,627 + 0,264
24 1,002 0,449 0,971 0,572 0,028 0,398 0,570 £ 0,370
48 1,089 0,493 0,286 0,695 0,028 0,388 0,496 + 0,365
72 1,043 0,495 0,330 0,856 0,202 0,589 0,586 + 0,317
96 0,761 0,313 0,298 0,604 0,399 0,310 0,447 £0,192
168 0,826 0,189 0,144 0,376 0,238 0,271 0,341 £ 0,251
336 0,249 0,028 0,210 0,248 0,365 0,226 0,221 £0,109
504 0,085 0,028 0,028 0,028 0,410 0,217 0,133 +0,154
672 0,028 0,028 0,028 0,028 0,028 0,028 0,028 + 0,000

Ap6s o célculo das concentracdes individuais de FIP e SULF foi obtida a curva de
concentracdo plasmatica do FIP e do seu metabolito SULF e determinados os parametros
farmacocinéticos como demonstrado na figura 21 e Tabela 25.

A Figura 21 demonstra a curva de concentracdo plasmatica do FIP e do seu metabolito
SULF a partir da administracao oral em dose tinica de comprimidos de 20 mg de FIP em caes.
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Figura 20. Curva de concentragcdo plasmética do Fipronil e fipronil sulfona a partir de
administracdo oral em dose tnica de comprimidos de fipronil em caes.

O FIP apresentou perfil farmacocinético com dois picos de Cmax, o que provavelmente
ocorreu devido ao metabolismo do farmaco. Uma vez que os farmacos administrados por via
oral sdo absorvidos a partir do trato gastrointestinal para o sistema porta hepatico alguns deles
podem ser extensivamente biotransformados pelo figado antes de alcangarem a circulagdo
sist€émica sofrendo efeito de primeira passagem que se refere ao metabolismo que ocorre no
figado a medida que farmaco passa por esse 6rgao apds a absorcdo. Esse efeito de primeira
passagem, pode diminuir substancialmente a quantidade de firmaco ativo que alcanga a
circulagdo sistémica, e desta forma, a biodisponibilidade. Além disso alguns farmacos sdo
extensivamente metabolizados pelas enzimas do complexo citocromo P450, principalmente a
CYP 3A4 (WINTER, 2012). Em mamiferos, o fipronil é biotransformado através de trés
principais vias de metabolizacdo, a fipronil sulfona por oxida¢do na fracdo sulfinilo, a sulfeto
de fipronil por reducdo na porcao sulfinilo e a fipronil amida por hidrélise da por¢ao ciano. O
fipronil sulfona, também atua no receptor GABA e € o principal metabdlito ativo do fipronil,
apresentando toxicidade similar ao composto de origem em mamiferos (WANG et al., 2016).

O FIP assim como SULF apresentaram uma eliminacdo lenta sendo possivel sua
deteccao até 28 dias apds administracdo (672 horas).

Os parametros farmacocinéticos encontrados com a utilizagdo do macro PK solver
utilizando o modelo matemético ndo compartimentado de administracdo extravascular estao
demostrados na Tabela 25.
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Tabela 25. Parametros Farmacocinéticos

Parametros
Fipronil Sulfona
Farmacocinéticos
Cmax (ug/mL) 2,171 £0,84 1,32 £ 0,55
Tmax (h) 2,67 £1,37 3,50+1,23
AUC (ug/mL*h) 167,77 £ 43,88 203,67 + 65,90
t1/2 (h) 385,93 +405,31 126,83 + 36,26

No estudo de farmacocinética descritiva foi possivel observar uma riapida absor¢ao dos
comprimidos de fipronil de liberacdo imediata de 20 mg, uma vez que os valores de Cmax
foram 2,0 e 1,3 pg/mL e tmax de 2 e 3 horas, para fipronil e fipronil sulfona respectivamente.

A ac@o sistémica do fipronil ja foi demonstrada em estudos anteriores realizados por
este grupo de pesquisa. Em um estudo realizado por via subcutanea em bovinos, Cid et al.,
(2016) observaram que a injecdo subcutanea de fipronil na dose de 1 mg/kg em bovinos
forneceu eficécia contra carrapato Rhipicephalus microplus acima de 80%. O fipronil atingiu a
circulagdo sistémica obtendo uma concentracdo maxima (Cmax) de 378, 06 ng/mL, e foi
rapidamente absorvido (tmax= 10 horas) e eliminado de forma lenta (ti»- 12 dias) mantendo
niveis plasmaticos quantificdveis no sangue por até 21 dias. Magalhaes (2016) demonstrou que
o fipronil quando administrado pela via subcutanea em bovinos na dose de 2mg/kg de peso
corporal atingiu a concentragdo méaxima em aproximadamente 17 dias (Cmax de 683 ng/mL)
enquanto o metabolito fipronil sulfona levou 18 dias (Cmax de 242 ng/mL) e obteve tempo de
meia vida (t12) de 36 horas para fipronil e 422 horas para fipronil sulfona respectivamente. E
nessa dose demonstrou acdo inseticida capaz de inibir o desenvolvimento de larva a adulto de
Haematobia irritans e eficicia bernicida que se pronunciou apds 14 dias do tratamento.

Apesar de ser uma via de administracao diferente o FIP apresenta perfil farmacocinético
semelhante as formulagdes subcutianeas desenvolvidas nos estudos anteriores, como rapida
absor¢do e metabolizagao e lenta eliminacdo, o que possivelmente pode estar relacionado a sua
caracteristica lipofilica.

Os teste bioanaliticos desenvolvidos por CID et al., (2012) e MAGALHAES (2016)
foram desenvolvidos para avaliacdo de FIP no plasma bovino, essas metodologias foram co-
validadas para plasma canino. O método bioanalitico se mostrou adequado para a aplica¢ao nos
estudos de farmacocinética, com valores de LQ (Limite de Quantificacio) 0,1 pg/mL para FIP
e SULF, que permitiram a quantificacdo de ambos no plasma até atingir a AUCO-t (4rea sob a
curva do tempo zero até o ultimo dia de estudo) superior a 80 % da AUCO-co (area sob a curva
de tempo zero até o infinito). As AUCO-t do FIP e SULF correspondem a 82% e 96%
respectivamente a AUCO-co0. De acordo com a legislacdo vigente no Brasil a AUCO-t deve ser
igual ou superior a 80% da AUCO-owo, para ideal estabelecimento dos parametros
farmacocinéticos.
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4.9.2 Eficacia de fipronil oral no controle de Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus

sanguineus em caes

Na dose de 2 mg/kg por via oral a extensdo de absorcao do fipronil gera uma 4rea sob a
curva de (AUC) de 168 ug/mL.h (Tabela 26) que apresentou eficdcia pulicida de 80% por até
15 dias, no entanto ndo apresentou eficdcia carrapaticida, conforme apresentado na tabela 27.

Tabela 26. Eficécia de fipronil oral no controle de Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus
sanguineus em Caes.

Grupo/N° N° de pulgas vivas apés o tratamento | N° de carrapatos vivos apods o tratamento
animais Dia +2 Dia + 7 Dia + 14 Dia +2 Dia +7 Dia + 14
Controle

Média 15,17 57,50 71,83 19,67 10,50 14,83
Tratado

1 1 17 11 13 23 26

2 2 21 19 17 39 5

3 2 10 22 16 17 38

4 1 4 12 31 3 18

5 2 11 38 19 7

6 1 6 10 20 5 6
Total 9 59 85 135 106 100
Média 1,5 9,83 14,17 22,5 17,67 16,67

Eficacia % 90,1 82,89 80,27 0 0 0

Melo et al., (2012) empregou o fipronil por via oral em capsulas de gelatina nas doses
de 2,4 e 6 mg/kg por peso corporal em caes, onde a formulagdo de 6mg/kg foi eficaz no controle
de Ctenocephalides felis felis em caes por até 14 dias. Apds a administracao oral comprimido
de FIP de 20 mg foi possivel observar que nessa dose, o FIP e a SULF apresenta uma AUC de
167,77 + 43,88 e 203,67 + 65,90 ug/mL*h, respectivamente, apresentando eficicia pulicida de
80% nos 14 primeiros dias de estudo, corroborando com os dados de Melo et., al (2012), que
também obteve 80 % de eficdcia pulicida em até 14 dias de estudos. Baseados nesses resultados
acredita-se que o fipronil provavelmente é um farmaco de Classe Biofarmacéutica II, ou seja
apresenta baixa solubilidade e alta permeabilidade apresentando assim problemas de
biodisponibilidade.

Na figura 21 estd demonstrada a relacdo correlacdo farmacocinética-farmacodinamica
dos comprimidos de FIP.
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Figura 21. Correlacdo farmacocinética-farmacodindmica dos comprimidos de fipronil

A maior eficécia foi observada no dia +2 de estudo, onde a concentracdo de FIP e SULF,
assim como o seu somatdrio, estavam superior em relacao aos outros dias analisados. Em +14
dias de estudo a eficicia atinge 80% e o estudo foi interrompido.

Correlacionando os estudos de farmacocinética e farmacodinamica observamos que o
maior resultado de eficacia pulicida (90,1%) ocorre no dia +2 de estudo, quando a concentragdo
de FIP e SULF sdao de 0,525 e 0,500 pug/mL, respectivamente, ou com um somatdrio
aproximado de 1,000 ug/mL. Em +7 dias de estudo observou-se uma declinio na eficicia
pulicida (82,89%), concomitante com decaimento nas concentragcdes individuais de FIP (0,493
pg/mL) e SULF (0,341 pg/mL) e consequentemente no somatdrio (0,834 ug/mL). Abaixo da
concentracao aproximada de 0,100 pg/mL de FIP e 0,200 pg/mL de SULF ou um somatério de
0,300 pg/mL, a eficacia pulicida fica abaixo de 80 %. Para eficdcia carrapaticida esses valores
teriam que ser ainda maiores, pois nesses valores de concentracao plasmatica nao foi observado.

O aumento da terapéutica veterindria tem levado o desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas veterindrias. O desenvolvimento de um medicamento requer formulagdes que
agreguem melhoria na eficicia terapéutica, custo adequado e facilidade na administracdo. O
FIP € um pesticida da familia dos fenilpirazdis, utilizado na medicina veterindria como
antiparasitdrio de uso tépico para cdes e gatos. Os produtos de uso tépico quando nao usados
seguramente podem trazer danos para o animal, para o proprietdrio e para o meio ambiente. As
formas farmacéuticas de uso oral além de possuirem baixo custo, apresentam facilidade durante
o tratamento do animal, pelo proprietéario, além de garantirem uma dose na administracdo.

As andlises de caracterizacdo quimica sao fundamentais durante o desenvolvimento de
comprimidos, tanto para avaliar o controle de qualidade como para avaliar a performance das
formulac¢des, garantindo a eficiéncia terapéutica. Para realizar essas andlises sd0 necessarios
métodos que apresentem resultados confidveis. No entanto existe uma caréncia de monografias
oficiais na Farmacopéia Brasileira para medicamentos veterindrios. A metodologia
desenvolvida por CID et al. (2012), através CLAE-UV para determinacao de FIP foi aplicavel
para as andlises de teor, uniformidade de contetido e estudo de dissolugdo in vitro.
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A Classificagdo Biofarmacéutica de farmaco correlaciona a dissolucdo in vitro com a
biodisponibilidade in vivo. A dissolucio do firmaco e a permeabilidade gastrointestinal sdo os
principais parametros que controlam a taxa de absorcdo de farmacos e sdo responsdveis pela
Classificacdo Biofarmacéutica (PAPICH, et al. 2015).

O FIP ndo possui Classificacdo Biofarmacéutica elucidada. Segundo a FAO (2009)
solubilidade do FIP em 4gua ¢ de 1,61 mg/L e o logaritimo de coeficiente de parti¢cao (logP) é
3,62, sendo possivel prever sua Classificagdo Biofarmac€utica, através da sua solubilidade e
permeabilidade.

De acordo com Apley et al., (2015), para determinar a solubilidade do fairmaco deve-se
calcular os valores de DO (nimero da dose), que corresponde a razdo entre a solubilidade do
farmaco e a dose em 250 mL de dgua. O valor de DO encontrado para o FIP foi de 0,02. Para o
farmaco apresentar alta solubilidade este deve apresentar valores de DO maiores que 1,0 e para
apresentar alta permeabilidade valores log P maiores que 1,72. A partir do valores de log P e
do valor de DO encontrado para o FIP nessa formulacdo podemos predizer que o FIP possui
baixa solubilidade e alta permeabilidade e possivelmente sua Classificagcdo Biofarmacéutica é
classe II, e devido a isso, a sua biodisponibilidade € controlada pela taxa de dissolu¢do do ativo.

Segundo Khan (2017), farmacos de Classificagdo Biofarmacéutica II, exibem
solubilidade dependente de pH, sendo altamente soliveis em pH mais baixos (1-3), e podem
precipitar em pH maiores que 6,8 inibindo assim sua liberagcao, o que também foi observado
para o FIP, no estudo de dissolugdo in vitro.

O uso sistémico do fipronil para o controle de ectoparasitos poderia minimizar tanto a
exposi¢do do tutor ao medicamento como a contaminagdo ao meio ambiente.

Muitos ativos farmacéuticos exibem baixa biodisponibilidade devido a sua baixa
solubilidade aquosa e/ou a baixa permeabilidade. Algumas estratégias empregadas na
tecnologia farmacéutica sdo capazes de aumentar a biodisponibilidade desses ativos (SONG et
al., 2016)

As formas farmacéuticas para administracdo oral de farmacos sao as mais utilizadas pela
conveniéncia que proporcionam, constituindo uma via de administracao ndo invasiva, além de
possuirem baixo custo essas formas farmacéuticas podem ser uma alternativa mais segura para
o tutor e para o meio ambiente.

Os residuos de FIP liberados no esgoto durante o enxague no banho de cdes tanto em
ambiente doméstico quanto em estabelecimentos profissionais € uma potencial fonte de
contaminacdo nas bacia hidrograficas. Estudos demostraram que o tratamento convencional das
aguas residuais de esgoto tem pouco efeito sobre a liberagao de fipronil (SADARIA, et al.,
2017; TEERLINK, et al., 2017).

A seguranca do tutor e do meio ambiente garantida pelas formas farmacé€uticas de
administracao oral entram em detrimento com seguranca do animal, no entanto a formulagdo
desenvolvida apresenta valores de toxicidade muito inferiores daqueles descritos na literatura.
Holmes et al. 1999 destacou que a toxicidade oral cronica do FIP em Beagles € de 10 mg/kg/dia
por um periodo de 13 semanas, e a toxicidade aguda em ratos em uma dose Unica oral foi acima
de 25 mg/kg, estando esses valores bem abaixo da concentracio da formulacdo desenvolvida.
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CONCLUSAO

Foi possivel desenvolver comprimidos de liberagdo imediata de fipronil através de
compressao por via imida, assegurando todos os ensaios de controle de qualidade dentro das
especificagdes exigidas dos métodos gerais da Farmacopeia Brasileira 5* edicdo, para
comprimidos nao revestidos.

A partir dos ensaios de controle de qualidade realizados foi possivel determinar a
influéncia dos adjuvantes farmacotécnicos no desenvolvimento de comprimidos, e portanto,
auxiliarem na escolha da melhor formulacdo. A formulagdo escolhida foi a desenvolvida
utilizando lactose como diluente farmacéutico e talco e estearato de magnésio como deslizantes
e lubrificante, respectivamente.

Foi possivel aplicar as metodologias analiticas e bioanaliticas para quantificacdo de
Fipronil mostrou nos ensaios quimicos assim como na farmacocinética.

O ensaio de dissolu¢do demonstrou que os comprimidos de lactose obtidos apresentam
perfil caracteristico de liberacao imediata. Pelo fato de cerca de 80% do Fipronil estar liberado
apos trinta minutos de teste.

O estudo de farmacocinética demonstrou que o FIP administrado pela via oral sob a
forma de comprimidos possui uma rdpida absor¢do e metaboliza¢ido e uma eliminagao lenta.

Os comprimidos desenvolvidos na dose de 2mg/kg apresentaram eficdcia pulicida nos
primeiros 15 dias de estudo, no entanto ndo apresentaram eficacia carrapaticida.
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