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RESUMO

BONFIM, Isabelle Vilela. Desenvolvimento de tabletes mastigaveis de fipronil,
farmacocinética descritiva e eficacia no tratamento de cdes naturalmente
infestados por Cochliomyia hominivorax. 2024. 88p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Dentre os principais ectoparasitos de importancia em animais de companhia, destacam-
se as moscas Cochliomyia hominivorax, especie comumente responsavel por causar
miiases primarias em cdes. Diversas classes de inseticidas sdo utilizados para 0 manejo
das infestagdes. O fipronil (FIP) € um inseticida pertencente a classe dos fenilpirazois,
utilizado na medicina veterinaria pela via topica. Devido a dados de exposi¢do humana
do ativo utilizado a partir dessa via de administracdo, somado a tendéncia no mercado
veterinario no desenvolvimento de ectoparasiticidas por via oral, o presente estudo teve
como objetivo o desenvolvimento de uma formulagdo sob a forma farmacéutica de
tabletes mastigaveis contendo fipronil, com avaliacdo da farmacocinética descritiva do
tratamento por via oral e eficacia em cédes naturalmente infestados por larvas de C.
hominivorax. Os tabletes foram desenvolvidos por moldagem, seguindo as etapas de
preparo do diluente, aglutinante, mistura dos componentes e incorporacdo do ativo. O
estudo farmacocinético foi realizado apds a administracdo oral de uma unidade de
tablete mastigavel de fipronil a 72 mg, correspondente a 6 mg/kg. O estudo de eficacia
foi conduzido através da administracdo por via oral de uma unidade de tablete
mastigavel de fipronil a 72 mg, conforme a ocorréncia natural de cées infestados por C.
hominivorax. A caracterizacdo dos tabletes foram aceitaveis em relacéo aos critérios de
controle de qualidade, com peso medio, doseamento e uniformidade de dose dentro dos
limites aceitaveis. Quando administrado por via oral, foi absorvido e atingiu a
concentragdo sistémica rapidamente, com Cmax de 3126,53 ng/mL em 2,22 h (Tmax).
O estudo de eficacia clinica in vivo com o tratamento de uma unidade do tablete
mastigavel de fipronil a 72 mg promoveu a eliminacdo de 97,76% das larvas C.
hominivorax apds 24h de tratamento, com eficacia global de 100% em cées infestados
naturalmente.

Palavras-chave: Parasitologia, Ectoparasiticidas, Miiases, Biodisponibilidade
plasmatica, Fenilpirazois.
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ABSTRACT

BONFIM, lIsabelle Vilela. Development of fipronil chewable tablets, descriptive
pharmacokinetics and efficacy in the treatment of dogs naturally infested by
Cochliomyia hominivorax. 2024. 88p. Dissertation (Master's in Veterinary Science).
Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Among the main ectoparasites of importance in companion animals, the flies
Cochliomyia hominivorax stand out, a species commonly responsible for causing
primary myiasis in dogs. Several classes of insecticides are used to manage infestations.
Fipronil (FIP) is an insecticide belonging to the phenylpyrazoles class, used in
veterinary medicine topically. Due to data on human exposure of the active ingredient
used through this route of administration, coupled with the trend in the veterinary
market towards the development of oral ectoparasiticides, the present study aimed to
develop a formulation in the pharmaceutical form of chewable tablets containing
fipronil, with evaluation of the descriptive pharmacokinetics of oral treatment and
efficacy in dogs naturally infested with C. hominivorax larvae. The tablets were
developed by molding, following the steps of preparing the diluent, binder, mixing the
components and incorporating the active ingredient. The pharmacokinetic study was
carried out after oral administration of one unit of fipronil chewable tablet at 72 mg,
corresponding to 6 mg/kg. The efficacy study was conducted through the oral
administration of one unit of fipronil chewable tablet at 72 mg, according to the natural
occurrence of dogs infested by C. hominivorax. The characterization of the tablets was
acceptable in relation to quality control criteria, with average weight, dosage and dose
uniformity within acceptable limits. When administered orally, it was absorbed and
reached systemic concentration quickly, with a Cmax of 3126.53 ng/mL in 2.22 h
(Tmax). The in vivo clinical efficacy study with the treatment of one unit of the 72 mg
fipronil chewable tablet promoted the elimination of 97.76% of C. hominivorax larvae
after 24 hours of treatment, with an overall efficacy of 100% in naturally infested dogs.

Keywords: Parasitology, Ectoparasiticides, Myiasis, Plasma bioavailability,

Phenylpyrazoles.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo dos tutores quanto aos aspectos sanitarios dos seus animais de
companhia foi aumentando gradualmente ao longo dos anos. Atualmente, os cées
preenchem os lares como membros da familia ou ainda exercendo outros tipos de
atividades, como cées guia ou cdes terapeutas, fatores que proporcionaram maior
preocupacdo com a sanidade e bem-estar destes animais que, inclusive, desenvolveram
habilidades Unicas de comunicacdo com o homem. Atrelado a este maior interesse em
animais de companhia pela sociedade, eleva-se também a preocupacdo por doencas,
dentre as quais se destacam as enfermidades transmitidas por ectoparasitos, pois estas
sd0 responsaveis por causar danos diretos indiretos ao hospedeiro.

Apesar de pulgas e carrapatos serem responsaveis pela maioria das infestagdes
de ectoparasitos em cdes e gatos, as moscas possuem também grande importancia
parasitoldgica para animais domésticos. No Brasil, a mosca Cochliomyia hominivorax
(C. hominivorax) é um dos principais ectoparasitos de animais, sendo frequentemente
relatada como causadora de miiases cutaneas primarias em diferentes hospedeiros. As
lesbes ocasionadas pelas larvas sdo também conhecidas popularmente como “bicheiras”
em diferentes espécies. As enfermidades ocasionadas pela infestacdo promovem
importantes lesdes nos hospedeiros, que frequentemente sdo acompanhadas de afec¢bes
sistémicas, que quando ndo diagnosticadas e tratadas precocemente, podem causar
morbidade e levar o hospedeiro a ébito.

A eliminagdo das larvas de uma lesdo é realizada através da remocdo mecanica,
associada ao uso de uso de farmacos com o potencial larvicida, e dentre estes farmacos
destaca-se o fipronil (FIP), inseticida de amplo espectro, pertencente a classe dos
fenilpirazois. O composto ja apresenta resultados positivos quando usado in vivo, em
apresentacdes topicas, principalmente pelo seu mecanismo de acdo, que elimina o
parasito por hiperexcitacdo. Porém, apesar da eficacia, as apresentagbes contendo
fipronil no mercado, sdo apenas de uso externo, como sprays, spot-on, pour-on e
coleiras.

Além do uso na medicina veterinaria, o fipronil é amplamente utilizado na
agricultura, onde é gerado grande parte dos residuos do ativo e seus metabolitos, os
quais sdo considerados uma importante fonte de contaminacdo ambiental. O uso de
ectoparasitos por via tdpica na medicina veterinaria também contribuem para a

exposicdo ndo ocupacional do ativo e com sua eliminagdo em aguas residuais, fator que



aumenta o risco de dano aos tutores que entrardo em contato com os animais tratados.
Estes dados evidenciam a importancia de estudos que busquem diminuir a exposi¢do em
seres humanos e animais, além de minimizar os residuos ambientais gerados.

Nesse contexto, a ascensdo de formulacdes pela via de administracdo oral vém
se tornando uma tendéncia no mercado veterinario, com classes que mostram eficacia
comprovada em ectoparasitos e que, ao serem administradas pela via oral, promovem
maior sustentabilidade por diminuirem a exposicdo dos tutores aos ativos. Além disso,
ha a tendéncia no desenvolvimento de produtos que séo aceitos voluntariamente pelos
animais de companhia, sendo chamados de palatdveis ou mastigaveis. Essa forma de
administragdo permite maximizar a adesdo ao tratamento devido a facilidade de
administragdo por parte dos tutores, os quais se mostram mais confortiveis em tratar as
enfermidades de seus animais com produtos que sdo de administracdo mais pratica.

Recentemente a biodisponibilidade sisttmica do FIP em cédes foi relatada por
Dos Santos et al. (2020) e Dos santos et al., (2021) por meio de administracdo oral de
comprimidos, na qual o FIP apresentou perfil farmacocinético de rapida absorg&o,
biotransformacao e eliminacdo lenta, indicando seu potencial para uso sistémico oral no
controle de pulgas e carrapatos em cédes. No entanto, dados em relacédo a eficacia pela
via oral em miiases causadas por C. hominivorax em cdes ainda ndo foram explorados,
estimulando estudos para essa finalidade.

Desta forma, objetivou-se o desenvolvimento e caracterizacdo de tabletes
mastigaveis de fipronil com posterior avaliacdo de sua farmacocinética e eficacia da

formulacdo em cées naturalmente infestados por larvas de C. hominivorax.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A mosca Cochliomyia hominivorax

O filo Arthropoda representa uma grande diversidade de invertebrados, presente
em todos os habitats conhecidos, englobando mais de 80% de todas as espécies de
animais descritas, incluindo carrapatos, pulgas, aranhas, caranguejos e moscas. Uma
classe importante pertencente ao filo Arthropoda séo os insetos, que constituem cerca de
90% de todos os artrépodes conhecidos (Wall; Shearer, 1997).

Dentre os insetos, destacam-se as moscas, que pertencem a ordem Diptera, cujo
ciclo bioldgico envolve as fases de ovo, larva, pupa e adulto. As moscas adultas sdo
caracterizadas morfologicamente pela presenca de um par de asas funcionais na regido
de mesotorax, com trés subordens de importancia: os conhecidos popularmente como
mosquitos e pernilongos, pertencentes & Nematocera, as mutucas e butucas,
classificadas em Brachycera, e as moscas varejeiras, moscas domésticas, moscas das
carcacas, moscas do berne, moscas tsé-tsé e moscas hipoboscideas, correspondentes a
subordem Cyclorrhapha (Bowman et al., 2010).

Dentre as moscas pertencentes a subordem Cyclorrhapha, destaca-se a familia
Calliphoridae, cujas larvas podem invadir tecidos e causar uma condicdo patoldgica
denominada miiase (Bowman et al., 2010). O termo miiase € derivado da palavra grega
“myia”, que significa mosca. O termo foi citado pela primeira vez por Hope (1940),
para se referir a infestacdo de animais humanos e vertebrados vivos por larvas de
dipteros, que durante um periodo se alimentam de tecido morto ou vivo do hospedeiro.

As miiases podem classificadas como primarias, onde o inseto necessita de um
hospedeiro obrigatorio para que as larvas possam se alimentar de tecido vivo, e sdo
chamadas biontéfagas. Podem também ser classificadas como miiases secundarias,
cujas moscas se alimentam geralmente de tecido morto ou em decomposicéo,
denominadas necrobiont6fagas (Hall; Wall, 1995; Sheikh et al., 2011).

A familia Calliphoridae é considerada grande, com mais de 1000 especies
distribuidas em 150 géneros, sendo ao menos 80 espécies com relatos de miiase
traumatica, dentre as quais se destaca a mosca da bicheira do Novo Mundo, de espécie
denominada Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858), cuja taxonomia a classifica,
reiterando ao exposto acima, no reino animal, filo Arthropoda, subfilo Hexapoda, classe

Insecta, subclasse Pterigota, infraclasse Neoptera, ordem Diptera, subordem



Cyclorrhapha, infraordem  Muscomorpha, superfamilia  Oestroidea, familia
Calliphoridae, subfamilia Chrysomiinae, tribo Chrysomiini e género Cochliomyia
(Bowman et al., 2010; Hosni et al., 2019). Alem do género Cochliomyia, 0s géneros
Chrysomya, Cordylobia, Lucilia e Calliphora também sdo de importante relevancia em
infestacdes (Taylor et al., 2017). A mosca C. hominivorax é uma espécie de ectoparasito

obrigatorio, cujo ciclo bioldgico esta representado na Figura 1.

Tres instares de larva -

~

Figura 1. Ciclo bioldgico de Cochliomyia hominivorax. Fonte: Arquivo pessoal.

Para a ocorréncia das infestacGes, é necessario que o hospedeiro tenha uma leséo
estabelecida, a qual pode ser provocada por diversos fatores, como traumas, distarbios
dermatoldgicos ou infestagdes por carrapatos e pulgas (Guimaraes; Papavero, 1983).
Assim, na presenca de uma ferida, a mosca adulta fémea é atraida para se alimentar dos
exsudatos e para realizar a oviposicéo, caracterizada pela deposi¢do dos ovos. O tempo
para a alimentacdo da mosca na lesdo pode variar entre cinco a seis minutos (Guillot et
al., 1977b; Thomas; Mangan, 1989) e pode ocorrer antes ou imediatamente apos a
oviposicdo. Estima-se que o tempo médio de vida da fémea é de 33 dias, com a
realizacdo de ao menos 8 oviposi¢cdes com aproximadamente de 200 ovos por lote
depositados de uma a quatro massas nas bordas de lesGes ou orificios corporais
(Thomas; Mangan, 1989). Segundo 0s autores, em comparagcdo com as visitas para
alimentacéo, estima-se que a deposi¢cdo da massa de ovos pode levar até 15 minutos. Os
ovos sdo depositados em uma massa plana também conhecida como postura, de forma

oval a irregular, com ovos orientados na mesma direcao.



Apos o periodo de incubacdo, geralmente entre 12 e 24 horas, a eclosdo das
larvas € iniciada, dando origem a larva de primeiro instar (L1). A larva desenvolve o
estagio posterior de segundo instar (L2) dois dias apds a eclosdo dos ovos e passa para 0
terceiro instar (L3) apos 24h (Guimardes; Papavero, 1983). As larvas completam seu
desenvolvimento no hospedeiro durante 4 a 8 dias, momento em que causa importante
destruicdo tecidual e, apds esse periodo, deixam a ferida e caem no solo.

Para atingir a forma adulta, a larva deve sofrer metamorfose completa, durante a
qual todo corpo € reorganizado e reconstruido. Essa fase é possivel devido a
incorporacdo de um instar pupal, responsavel pela ponte entre os instares juvenis e
adultos (Wall; Shearer, 1997). Para isso, a cuticula do estagio larval final contrai e
assume uma coloracdo mais escura para formar uma concha protetora, conhecida como
0 pupario, com a pupa em seu interior. A transicao entre a larva Lz e a formacéo da pupa
¢ também conhecida como pupacdo, sendo que 0 tempo para esse processo ocorrer
dependente da temperatura. Em temperatura média de 32°C, pode ocorrer a transi¢cdo em
até quatro dias. Contudo, em temperaturas mais baixas, de 15°C aproximadamente, pode
levar até 11 dias (Byrd; Butler, 1996). A pupa ndo se alimenta e € imovel, mas é
metabolicamente muito ativa, pois nesse momento os tecidos e 6rgaos larvais antigos
sdo remodelados ou substituidos por 6rgdos adultos para assumirem a forma adulta
(Wall; Shearer, 1997).

O tempo para a mosca adulta emergir é variavel e pode ocorrer de uma semana
até dois meses, dependendo, sobretudo, das caracteristicas climéaticas da regido
(Guimaraes; Papavero, 1999). Ha uma tendéncia para reducdo do periodo pupal em
temperaturas mais elevadas, com periodo médio de sete a 13 dias a uma temperatura
média de 37°C (Elwaer; Elowni, 1991). O periodo pode durar mais tempo, mas no geral,
climas quentes e Umidos sdo associados a diminuicdo do tempo de emergéncia, ao
contrario de climas secos e frios, que tendem a aumentar o periodo pupal (Fresia et al.,
2021).

As moscas da familia Calliphoridae compreendem individuos de quatro a seis
mm de comprimento, abdémen arredondado ou oval, de coloragdo escura e corpo com
reflexo metélico, que pode variar de coloracdo esverdeada a cuprico (Rodrigues-
guimardes et al., 2004). Além de apresentar essas caracteristicas, as moscas de C.
hominivorax possuem trés listras escuras na superficie dorsal do torax (Figura 2A). Os
ovos apresentam coloracdo branca em tons creme, alongados e ligeiramente afilados, de

comprimento e largura média de 0,98 mm e 0,24 mm, respectivamente (Peterson et al.,
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1991). Estes sd@o mantidos unidos por uma fina camada de adesivo composta de
mucoproteinas secretadas pela glandula acessoria da mosca adulta, formando a
conhecida massa postural (Figura 2B) (Degrugillier; Grosz., 1981).

Ja as larvas de C. hominivorax apresentam aspecto espiralado, dividido em 12
segmentos, sendo o0 segmento anterior mais estreito e o posterior mais largo, coberto por
trés a quatro fileiras de espinhos em cada segmento. Além disso, as larvas de segundo e
terceiro instar de C. hominivorax podem ser identificadas atraves da pigmentacao escura
de seus troncos traqueais dorsais nos trés ou quatro Gltimos segmentos (Figura 2C)
(Taylor et al., 2017; Guimaraes; Papavero, 1999). As larvas L; tem entre 0,2 e 0,3 cm
de comprimento e 0,1 e 0,2 cm de largura. As larvas L> s&o um pouco maiores, com 0,2
a05cme0,1a0,3cmde largura. Por fim, as larvas de Lz sdo de tamanho maior,
variando de 1 a 1,6 cm de comprimento e 0,2 a 0,4 cm de largura. Além do tamanho, a
diferenciacdo dos instares larvares é feita atraves da observacdo do par de espiraculos
posteriores da larva, onde estd localizado um par de peritrema contendo uma, duas ou
trés fendas espiraculares (Figura 2D), que correspondem ao primeiro, segundo e terceiro
estagio larval, respectivamente (Diaz; Arteta, 2017; Guimardes; Papavero, 1999). Por
fim, a pupa assume coloracdo mais escura, em formato de barril, e geralmente é menor
que a larva L3 (figura 2E) (Barros et al., 2016). A figura 2 mostra o parasito em seus
diferentes estagios.

Figura 2. Cochliomyia hominivorax em seus diferentes estagios. (A) Mosca adulta; (B):
Massa postural; (C): Larva; (D): Par de peritrema contendo trés fendas espiraculares;
(E): Pupa. Fonte: Arquivo pessoal.



A distribuicdo da mosca originalmente compreendia o sul dos Estados Unidos
até a América Central e das ilhas do Caribe ao norte do Chile, Argentina e Uruguai
(Hall; Wall, 1995). Em 1988, C. hominivorax foi descrita pela primeira vez fora das
Américas, na Libia, Africa Mediterranea, momento marcado pela rapida distribuicio e
aumento dos casos de miiase na regido (Gabaj et al., 1989).

Um programa de erradicacdo das moscas iniciou-se no sudeste dos Estados
Unidos em 1957 através de uma serie de tecnologias e ferramentas (Wyss, 2000).
Dentre os métodos empregados, o uso da técnica do inseto estéril, que envolve a
liberacdo aérea periddica de moscas sexualmente esterilizadas criadas sobre areas
infestadas (Vargas-teran, 2021), teve significativa importancia no controle do inseto. A
proposta expandiu para 0 México e posteriormente para a América Central continental
(Mastrangelo; Welch, 2012). Assim, apds 55 anos de campanha, a erradicacdo foi
alcancada nos EUA, México, Belize, Guatemala, Honduras, El Salvador, Nicaragua,
Costa Rica, Panama ao norte do Canal, algumas ilhas do Caribe e Libia (Vargas-Teran
etal., 2021).

Posteriormente ocorreram surtos em areas ndo endémicas e previamente
erradicadas (Alexander 2006; Lindquist; Abusowa, 1992; Snow et al., 1978). Por conta
disso, o Servigo de Inspecdo Sanitaria Animal e Vegetal, sigla USDA, do inglés Animal
and Plant Health Inspection Service, e 0 Servico de Pesquisa Agricola, sigla ARS, do
inglés Agricultural Research Service, desenvolveram protocolos de acGes frente a novos
surtos (USDA, 2018).

Sendo assim, a distribuicdo atual da mosca compreende os paises do Caribe e da
América do Sul, com excec¢do do Chile (Fresia et al., 2011). No Brasil, C. hominivorax
é amplamente distribuida em todo territério, com registro em todos os biomas do pais
(Costa-Janior, 2019).

No Brasil, ha o registro de diferentes espécies de animais acometidas. Do ponto
de vista econdmico, C. hominivorax é a espécie mais importante associada a miiases em
bovinos (Costa-Junior et al., 2019). O agronegdcio corresponde a 1/3 do valor do PIB
brasileiro, de acordo com a Associa¢do Brasileira das IndUstrias Exportadoras de Carne,
em 2018. As enfermidades ocasionadas promovem diminui¢cdo da produtividade do
rebanho, que somado aos gastos com tratamentos para manutencdo da sanidade dos
animais, impactam diretamente a economia do pais (Vargas-Teran et al., 2005). Outros
hospedeiros de animais domésticos acometidos sdo 0s caprinos, ovinos, cavalos, cabras,

coelhos, cdes e gatos, além de diversas espécies de animais silvestres (Costa-Junior et
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al., 2019). Humanos também podem ser acometidos por miiases, com relatos que
ocorrem em diferentes faixas etarias (Gealh et al., 2009; Coronado; Kowalski, 2009).
Em todas as especies descritas, as infestagdes pelos estagios larvais da mosca
sdo frequentemente acompanhadas de infec¢Bes bacterianas secundarias, dor,
sangramentos no local e anemias de origem inflamatoria (Safdar et al., 2003). As larvas
produzem um exsudato que impede a cicatriza¢do da ferida e o odor da miiase é atraente
para outras moscas, resultando em infestagOes recorrentes que podem conter centenas
ou milhares de larvas (Figura 3), que quando ndo diagnosticadas e tratadas

precocemente, podem levar o hospedeiro a 6bito (Thomas; Mangan, 1989).

de orelha esquerda; (B) Lesdo em regido perianal. Fotos: arquivo pessoal.

2.2. Controle de Cochliomyia hominivorax:

2.2.1 Manejo e fatores de risco:

Na rotina de animais de producdo, o manejo das infestacdes é realizado de forma
preventiva e/ou curativa através da aplicacdo de antiparasitarios e remogéo das larvas
em animais acometidos, associado ao uso de tratamentos topicos ou injetaveis (Lopes et
al., 2017; Nogueira et al., 2020).

Sabe-se que as fémeas férteis depositam seus ovos na margem de tecidos vivos
que foram natural ou acidentalmente danificados (Thomas; Mangan, 1989). Forero-
Becerra et al. (2009) avaliaram a localizagdo anatdmica das lesdes provocadas pelas
infestacO0es em fazendas de gado, indicando que a regido umbilical, genital e os chifres

sdo os locais mais acometidos. Tal fato é associado ao manejo relacionado a cura do
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umbigo, castracdo e descorna dos animais, cujas medidas de prevencdo contra moscas
tenham sido insuficientes. Por essas atividades serem descritas no manejo de bovinos
jovens, as infestacGes ocorrem, na maioria dos casos, nesta faixa etaria.

Outros ectoparasitos também estdo diretamente relacionados a ocorréncia das
infestacOes. Outros autores ja haviam mostrado a relacdo com infestacfes por carrapatos
R. microplus (Corrier et al., 1979), uma vez que 0s animais acometidos apresentam
perda de pelo e lesdes cutaneas com exsudato, promovendo um ambiente favoravel para
a atracdo da mosca (Hammack; Holt, 1983). Bovinos parasitados por carrapatos tem
cerca de quatro vezes mais risco de ocorréncia de miiases. Como a regido perianal,
insercdo de cauda e Ubere sdo os locais de predilecdo pelos carrapatos, frequentemente
tanto carrapatos quanto as larvas de C. hominivorax podem ser encontrados
concomitantemente na mesma lesao (Reck et al., 2014).

Assim como ocorre em animais de producdo, em pequenos animais também ha
fatores predisponentes que propiciam as infestacbes. Em compara¢do com o0s cées, as
ocorréncias de infestacbes em gatos s@o proporcionalmente menores devido ao
comportamento de autolimpeza que a espécie apresenta (Pezzi et al., 2019). Porém, em
situacbes em que o animal se encontra debilitado clinicamente, os animais geralmente
deixam de manifestar esse comportamento, o que justifica a ocorréncia das infestacdes.

O comportamento de luta competitiva por territorio e reproducdo da espécie é
também associado a maiores lesdes na regido frontal o corpo, aumentando a incidéncia
de infestacBGes nessa regido. Ha trabalhos que relatam gatos acometidos principalmente
em decorréncia de feridas causadas por mordedura em animais errantes, Cujo manejo
das lesdes é precéario (Mendes-de-Almeida et al., 2007). Outras causas envolvem o
manejo inadequado de feridas pos cirdrgicas, tumores e lesdes ulcerativas causadas por
Sporothrix schenckii, fungo dimorfico de grande importancia, que geralmente se
manifesta através de infeccdes dermatoldgicas (De Souza et al., 2010).

As infestagdes por C. hominivorax em cdes podem ocorrer pelos mesmos fatores
descritos para os gatos, somado ao fato de que, assim como ocorre frequentemente em
bovinos, as feridas provocadas por infestagbes de carrapatos também sdo favoraveis
para a ocorréncia das larvas (Rawlins, 1985).

Os locais para infestagfes por C. hominivorax em cées envolvem primariamente
a regido das orelhas, regido perianal e regido lombar devido ao prurido causado por
otite, inflamagdo dos sacos perianais e mordedura de outros animais, respectivamente

(Cramer-ribeiro et al., 2003). Outras afec¢des que aumentam os fatores de risco de cées
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desenvolverem miiase sdo: pododermatite, dermatite associada a picada de ectoparasitos
e afec¢des cirdrgicas que ndo foram tratadas adequadamente (De Souza et al., 2010).
Desta forma, o controle das infestacfes por larvas de C. hominivorax em termos de

manejo baseia-se em eliminar os fatores de risco associados as infestacoes.

2.2.2 Controle quimico

O controle quimico é a alternativa mais comum para o tratamento e, em alguns
casos, para a profilaxia das infestacOes por larvas de C. hominivorax (Do Vale et al.,
2023). Ha diversas classes de compostos quimicos que demonstram eficacia de
expulsdo e mortalidade das larvas, atuando sob diferentes mecanismos de acao, vias de
administracdo e formas farmacéuticas.

Dentre as principais classes de substancias disponiveis para controle quimico das
infestacBes, destacam-se os carbamatos e organofosforados, piretréides,
neonicotinoides, lactonas macrociclicas, reguladores/disruptores do Crescimento de
Insetos, spinosinas, isoxazolinas e fenilpirazdis (Anziani et al., 2000; Correia et al.,
2010; Cutolo et al., 2021; De oliveira et al., 2019; Do vale et al., 2023; Elownia et al.,
2005; Han et al., 2018; Lopes et al., 2017; Nogueira et al., 2020; De Oliveira et al.,
2018).

2.2.2.1 Carbamatos e organofosforados

Nessas classes estdo representados os inibidores da acetilcolinesterase (AChE),
inseticidas mundialmente conhecidos para o controle de pragas. Inicialmente os
organofosforados foram descobertos, quando a fisostigmina, alcaloide extraido do feijao
Calabar, encontrado na Africa, foi primariamente utilizado com a finalidade medicinal
no controle do glaucoma e miastenia gravis em 1877 e 1920, respectivamente (Bardin et
al., 1994). O mecanismo de acdo dos organofosforados envolve a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, cuja principal funcdo é a hidrdlise da acetilcolina (ACh),
neurotransmissor do nervo periférico e central. Seu acimulo nas terminages nervosas
leva a estimulacdo por dessensibilizacdo dos receptores de ACh muscarinicos e
nicotinicos, aumentando a atividade do sistema nervoso autbnomo parassimpatico, o

que promove a mortalidade por paralisia flacida (Martin-Reina et al., 2017).

10



Posteriormente, em 1950, os carbamatos foram sintetizados para apresentar
elevado grau de toxicidade, porém inibicdo reversivel da AChE, ao contrério dos
organofosforados, que causam inibicao irreversivel por realizar ligacGes covalentes nos
sirios de ligacdo ibnicos da acetilcolina, transformando-as em proteinas
enzimaticamente inativas (Bardin et al., 1994).

H& diversos trabalhos promovendo o uso de carbamatos e organofosforados na
profilaxia das infestagcbes em animais de producdo. Ahrens et al. (1977) mostraram que
formulacbes de liberacdo controlada contendo propoxur e clorpirifés isoladamente
impediram a oviposi¢do das moscas durante o periodo experimental estipulado. Além
disso, os ativos e suas associacles ja tiveram sua atividade avaliada frente a larvas de C.
hominivorax. Nogueira et al. (2020) avaliaram diferentes formulacfes disponiveis no
mercado frente a bovinos naturalmente infestados. Os animais foram tratados por via
topica com carbamatos (propoxur) e organofosforados, (coumafds e diclorvos), com
avaliacdo das lesBes entre 12 e 72 h apds o tratamento. Como resultado, ambos 0s
grupos alcancaram 100% de eficacia entre 36 e 48h.

Em pequenos animais, durante décadas houve a extrapolacdo de terapias
utilizadas em animais de producdo para o tratamento das infestacfes. Com excecao de
poucos inseticidas que possuem indicacdo para uso em animais de companhia, como por
exemplo o produto de nome comercial Negasunt®, composto de coumafds, propoxur e
sulfanilamida, diversos outros sprays contendo 0s ativos, por vezes associados a outras
classes, como os piretrdides, foram os principais tratamentos para miiase antes que
compostos sistémicos tivessem sua eficacia comprovada e se tornassem comercialmente

disponiveis para cées e gatos (Wall et al., 1997).

2.2.2.2 Piretroides

Os piretrdides sdao derivados da planta Chrysanthemum cinerariifolium, cujas
flores contém as chamadas piretrinas, compostos que foram introduzidos como
inseticidas na Europa no inicio do século XIX. S&o ésteres dos acidos crisantémico e
pirétrico com os alcoois piretrolona, cinerolona e jasmolona (Head et al., 1973). Seu uso
foi introduzido na agricultura como alternativa aos compostos que eram utilizados em
pragas de insetos com a prerrogativa de apresentarem baixa toxicidade aguda para
mamiferos e o oposto para 0s insetos, proporcionando maior eficicia inseticida e

seguranca para seres humanos (Casida et al., 1980).
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Contudo, as piretrinas contém substancias que sdo reativas a luz e rapidamente
perdem sua atividade frente aos artropodes. Apos diversas modificagGes nas estruturas
das piretrinas, foram criados analogos sintéticos, conhecidos como piretroides. A
aletrina foi o primeiro piretréide comercializado, o que na época abriu frente para
pesquisa de outros potenciais piretréides cujo objetivo era promover alta eficacia
inseticida, com efeito knockdown, maxima poténcia como inseticida de amplo espectro,
estabilidade para protecdo de plantas e custo razoavel (Casida et al., 1980). Exemplos
de farmacos desta classe utilizados sdo a cipermetrina, permetrina, deltametrina,
flumetrina, entre outros, que inclusive sdo utilizados em associa¢do com outras classes e
apresentam eficécia contra ectoparasitos (Dantas-torres et al., 2014).

Os piretroides sdo utilizados em animais de producdo, com trabalhos que
elucidam sua eficacia em tratamentos de uso topico. O estudo realizado por Nogueira et
al. (2020) envolveu uma formulacdo de uso topico contendo o piretroide cipermetrina,
em associagdo com outros ativos, em bovinos naturalmente infestados por larvas de C.
hominivorax, comprovando atividade de 100% durante o periodo de avaliac&o.

Elownia et al., (2005) avaliaram a atividade de inseticidas de deltametrina,
ciflutrina e cipermetrina frente a moscas adultas, as quais foram expostas na cernelha,
abdomen e flanco de ovinos tratados, comprovando alta atividade. Em pequenos
animais, como dito anteriormente, o uso tépico de sprays contendo piretréides foi
tradicionalmente extrapolado de terapias utilizadas em grandes animais até a
comprovacao de ativos e formulagdes de uso sistémico.

Atualmente existem diversos produtos de aplicacdo tdpica a base de
organofosforados, carbamatos e piretréides, usados de forma isolada ou em associacéo
na prevencdo e no tratamento de infestacdes por larvas C. hominivorax em animais de
producdo. Exemplos sdo: Mata bicheira calb6s®, Biozol Mata Bicheiras®,
Matabicheiras forte SV®, Matabicheiras Cooper®, Aerocid®, Silverbac®,
Matabicheiras Lab®, Thion C®, Cidental®, Organnact Prata®, Lepecid®, entre outros,
disponiveis no mercado de salde animal. Para a maioria destes, o tratamento consiste na
aplicacdo por via tdpica sobre as incisdes e/ou lesdes.

Para animais de companhia, ha diferentes formas farmacéuticas de uso tépico
contendo piretrdides e associa¢fes no controle de carrapatos e pulgas, como coleiras de
liberacdo prolongada e solugdes “pour-on” e “spot-on”. Porém, nao ha eficacia

comprovada destas formas farmacéuticas frente a larvas de C. hominivorax.
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2.2.2.3 Neonicotinbides

Os neonicotinoides foram introduzidos a partir de 1970, como parte de um
programa introduzido na época para protecdo de cultivos agricolas. Neste contexto, é
descrito que o composto 2-(dibromonitrometil)-3-metil-piridina originou os estudos
para a sintese de novos inseticidas (Kollmeyer et al., 1999). A partir de otimizacdes e
mudancas estruturais, foi entdo obtida a nitiazina, considerado o primeiro
neonicotinoide, o qual nunca foi comercializado devido a sua répida degradacdo a
condices hidrofilicas e fotoliticas (Kagabu; Medej, 1995).

Posteriormente, com a introducdo do imidaclopride em 1991, a classe passou a
ser comercializada como alternativa aos piretroides, organofosforados, carbamatos e
outras classes quimicas de inseticidas utilizadas para o controle de pragas e insetos na
agricultura (Nauen; Denholm, 2005). Como mecanismo de agdo, 0s neonicotinoides
atuam seletivamente como agonistas dos receptores nicotinicos da acetilcolina pos-
sinaptica dos insetos, levando a morte dos parasitos por paralisia espastica (Bai et al.,
1991).

Em cées e gatos, hd formulagdes no mercado de uso tdpico contendo
imidaclopride e dinotefuran como ectoparasicitida,, porém ndo ha& estudos que
demonstrem eficacia destes frente a infestacGes por larvas de C. hominivorax. Por outro
lado, o nitenpiram é um ativo pertencente a classe, disponivel em comprimidos para
caes e gatos, com eficdcia comprovada quanto a expulsdo e mortalidade de larvas ap6s
tratamento em duas doses em cées (Correia et al., 2010). Os autores realizaram um
estudo sobre a eficacia larvicida do ativo administrado por via oral em caes
naturalmente infestados e como resultado, indicaram expulsdo das larvas a partir de 2h
apos o tratamento e calcularam 95,3% de larvas expelidas apds 18h. Por este motivo, é
amplamente utilizado na rotina clinica em infestag@es por C. hominivorax, uma vez que
o tratamento promove expulsdo larval em um curto periodo, considerado por este

motivo uma opgéo terapéutica eficaz.

2.2.2.4 Lactonas macrociclicas

As lactonas macrociclicas sdo subprodutos hidrofébicos obtidos de
microorganismos do género Streptomyces. A classe é conhecida por seus efeitos de

amplo espectro em nematdides e ectoparasitos desde quando apareceu no mercado

13



veterinario, em 1981, com a insercdo da ivermectina (Martin et al., 2002). A classe é
subdividida entre as avermectinas, derivadas do fungo S. avermitilis, e as milbemicinas,
derivadas de S. cyanogruseus (Gill, Lacey, 1998).

Como mecanismo de acdo, inicialmente foi estabelecido que seu efeito anti-
helmintico é obtido a partir da ligacdo de canais de cloreto dependente de glutamato,
expressos em neurdnios e ceélulas musculares da faringe de nematodides. Os canais
ativados pela ivermectina abrem-se lentamente e levam a hiperpolarizacéo neuronal e de
células musculares (Wolstenholme, Rogers, 2005). O efeito inseticida também é
relacionado aos receptores GABA através de sua ativacdo, com consequente influxo de
cloro e morte por paralisia (Martin et al., 2002).

Em animais de producdo, a ivermectina é aplicada por via subcutanea para o
tratamento e profilaxia das miiases. Anziani e Loreficce (1993) avaliaram o efeito
preventivo apos tratamento com ivermectina aplicada por via subcutanea em bovinos,
mostrando que o ativo foi eficaz na prevencao de miiases. Da mesma forma, Anziani et
al, 2000 avaliaram a profilaxia de novas infestacGes, porém utilizando doramectina, a
qual proporcionou reducéo significativa quando comparada ao grupo controle.

Em cées, as lactonas macrociclicas disponiveis para uso sdo a ivermectina,
milbemicina, moxidectina e selamectina, amplamente utilizadas para o tratamento de
infeccbes por nematoides, infestagdes por acaros, pulgas, piolhos e como profilaxia e
tratamento da dirofilariose (Nolan e Lok, 2012). Em relacdo a ocorréncia de miiases,
por muito tempo foi utilizada a ivermectina de uso injetdvel em cdes, porém sao
necessarias entre 24 e 48h para a eliminagdo completa das larvas (Han et al., 2018).
Tratando-se de lactonas macrociclicas disponiveis em formulacdes para uso oral, 0s
autores avaliaram o efeito da milbemicina oxima isolada e em associacdo com spinosad
em cdes acometidos com miiases cutaneas causadas por Chrysomya bezziana. No grupo
tratado com milbemicina oxima em associacdo com spinosad, foi obtida eficacia de
100% ap6s 7h de tratamento. Nos cdes tratados somente com milbemicina oxima
isolada, esse resultado so foi obtido apds 24h. Contudo, para larvas de C. hominivorax,

0s compostos ainda ndo foram avaliados.

2.2.2.5 Reguladores/Disruptores do Crescimento de Insetos

As benzoilfenilureias, comumente utilizadas na agricultura, foram descobertas

na década de 1970, com o desenvolvimento do diflubenzuron. Posteriormente outras
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moléculas analogas foram introduzidas para o controle de pragas e artropodes na
agricultura. A atuacdo da classe se da pela inibicdo da sintese de quitina, um
aminopolissacarideo importante, presente na cuticula de artrépodes (Deul et al., 1978).

N&o apresentam eficdcia adulticida, mas atuam a fim de impedir o
desenvolvimento e crescimento dos artropodes, causando falhas no ciclo bioldgico dos
invertebrados, sendo uma alternativa relevante para infestagdes de ectoparasitos, como
carrapatos e pulgas em pequenos e grandes animais (Badawy et al., 2013).

Em infestacbes por miiases nos animais, o objetivo dos reguladores de
crescimento envolve a interrupcao do desenvolvimento larval das moscas produtoras de
miiases, a fim de proporcionar um periodo maior de protecdo aos animais,
principalmente em areas endémicas (Junquera et al., 2019).

Anziani et al., (1998) investigaram a eficacia do fluazuron na prevencédo de
infestacdes por larvas de C. hominivorax em bovinos. O ativo ndo apresentou atividade
repelente, mas ao permitir que as moscas fémeas completassem a oviposicdo nos
animais tratados, preveniu o desenvolvimento de miiase por reducdo do potencial

reprodutivo da mosca.
2.2.2.6 Spinosinas

As spinosinas sdo macrolideos derivados da fermentagdo do fungo
Saccharopolyspora espinhosa. Seus dois componentes ativos, denominados espinosina
A (componente majoritario) e espinosina D (componente menor), formam o spinosad,
que € comercializado como inseticida na agricultura e na medicina veterinaria (Mertz,
Yao, 1990; Waldron et al., 2001).

O spinosad tem seu modo de acdo primariamente em receptores nicotinicos para
acetilcolina dos insetos, matando-os por paralisia espastica, e secundariamente age em
receptores gama-aminobutiricos (GABA), diminuindo o tempo de abertura de canais
para cloro ou fechando-os, levando a morte por hiperexcitacao (Salgado, 1998; Watson,
2001). Alem disso, a especificidade do modo de agdo primario garante baixa toxicidade,
uma vez que a agdo se da em receptores nicotinicos somente dos insetos, tornando-os
seguros para mamiferos (Wolken et al., 2011).

Em animais de producdo, o spinosad ja& demonstrou eficacia ectoparasiticida
quando utilizado sob as formas tdpicas de pulverizacdo, pour-on e spray (Davey et al.,
2001; White et al., 2007). Em animais de companhia ha formulacdes sob a forma
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farmacéutica de comprimidos, utilizadas no controle da pulga Ctenocephalides felis
(Paarlberg et al., 2013).

De Oliveira et al., (2018) estudaram a molécula em cées naturalmente infestados
por larvas de C. hominivorax. Como resultado, os autores mostraram que a expulsao
maxima das larvas ocorreu ap0s 6h do tratamento e ao final do estudo, demonstraram
73,3% e 79,7% de média de expulsdo larval e eficacia global, respectivamente.

Posteriormente, Han et al., 2018 também avaliaram a eficacia do spinosad, mas
em infestacOes por larvas de C. bezziana em cées, comprovando expulsdo completa das

larvas ap0s 24h de estudo.

2.2.2.7 Isoxazolinas

As isoxazolinas sdo a classe mais recente de ectoparasiticidas no mercado,
introduzidas devido a demanda por moléculas que apresentassem modos de acdo
diferentes a fim de contornar preocupacdes relacionadas a resisténcia de classes ja
utilizadas no controle de ectoparasitos (Weber e Selzer, 2018).

Sendo assim, 0 modo de acdo das isoxazolinas é exercido sobre 0s receptores
GABA (4cido gama-aminobutirico) e glutamato. Sabe-se que o receptor GABA ¢é o
principal neurotransmissor do sistema nervoso central e periférico de insetos e
essencialmente € ligado a canais de cloreto. Possuem subunidades transmembrana,
contendo hélices, que sdo o local alvo das isoxazolinas (Weber e Selzer, 2018). Além
disso, tem-se o canal de cloreto, dependente de glutamato, que assim como 0s
receptores GABA, atuam estimulando o influxo de cloreto, causando hiperpolarizacéo,
impedindo a geracdo de um potencial de acdo. Desta forma, levam a hiperexcitacao e
consequente morte do parasito (Gassel et al., 2014).

Em animais de companhia, as moléculas afoxolaner, fluralaner, sarolaner e
lotilaner sdo descritas para controle de pulgas, carrapatos e acaros, disponiveis na forma
de comprimidos, além do fluralaner também ser comercializado para uso topico (Bosco
etal., 2019).

De oliveira et al., (2019); Do vale et al., (2023) e Cutolo et al., (2021)
publicaram trabalhos envolvendo o uso do tratamento por via oral do sarolaner, lotilaner
e afoxolaner, respectivamente, em cdes naturalmente infestados por larvas de C.
hominivorax nas mesmas dosagens recomendadas para pulgas e carrapatos. As

isoxazolinas mostraram-se efetivas, com 100% de eficacia apos 24h de tratamento.
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2.2.2.8 Fenilpirazéis

Tem-se como maior representante da classe dos fenilpirazéis o fipronil, que
quimicamente se apresenta por [5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]4-
[(trifluorometil)  sulfinilideno]-1H-pirazol-3-carbonitrila].  Juntamente com  0s
neonicotinoides, é amplamente utilizado como inseticida devido a sua baixa toxicidade
para mamiferos, amplo espectro inseticida e versatilidade nos métodos de aplicacdo (Li
et al., 2019). Foi sintetizado pela primeira vez pela empresa francesa Rhéne-Poulenc
Agro (atual Bayer CropScience) entre 1985 e 1987, registrado nos EUA em 1996 (Bhatt
etal., 2021a).

Na década de 1980 foi relatada resisténcia aos organofosforados, carbamatos e
piretroides em diversos insetos de importancia na agricultura (Georghiou, Mellon,
1983). Neste contexto, o fipronil foi apresentado como alternativa aos inseticidas
comumente utilizados, com caracteristicas que incluiam toxicidade seletiva para
artropodes, alta persisténcia e acdo sistémica (Simon-Delso et al., 2015). Sua estrutura

quimica se encontra na Figura 4:
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Figura 4. Estrutura quimica da molécula de fipronil (GUPTA; ANADON, 2018)

Seu mecanismo de acdo se da pelo bloqueio ndo competitivo de receptores
ionotropicos do receptor GABA e, apesar do fato de que tanto os invertebrados quanto
0s vertebrados apresentarem o neurotransmissor, o FIP tem uma afinidade muito maior
pelos receptores GABA de insetos (Zhang et al., 2018). Além disso, o ativo tem como
alvo os canais de cloreto ativados por glutamato, fator que explica a maior atividade em
invertebrados, que tém canais de cloreto ativados por glutamato, diferente dos
mamiferos (Narahashi et al., 2010). Desta forma, sua bioatividade € conferida pela

inibicdo das sinapses no sistema nervoso central dos insetos. Nestes receptores, 0
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fipronil se liga do canal de cloreto, bloqueando a transferéncia de ions cloreto, levando a
Obito por convulsdes e hiperexcitacdo (Perret et al., 1999).

O ativo é registrado para uso em centenas de paises, sendo amplamente utilizado
na agricultura no controle de pragas de frutas, vegetais e cereais, além de ambientes
residenciais e industriais (Okumura et al., 2016).

Na medicina veterinaria, diversos trabalhos descrevem a eficacia do FIP frente a
diferentes ectoparasitas em muitas espécies de animais, cuja grande maioria das
formulacGes se encontra sob a forma farmacéutica de spray, pour on ou spot on, isolado
Ou em associacao.

O ativo esta presente no controle de carrapatos e pulgas em animais de
companhia e carrapatos, moscas, berne e piolho em bovinos (Bonneau et al., 2010;
Davey et al., 1998). Kuzner et al., (2013) propuseram um estudo para confirmacdo da
eficacia de um produto a base de spot-on de fipronil para o tratamento e controle dos
carrapatos R. sanguineus e Dermacentor reticulatus, pulgas Ctenocephalides felis e
piolhos Trichodectes canis. Além disso, o fipronil ja foi utilizado experimentalmente na
forma injetavel, de aplicacdo subcuténea, no controle de R. microplus em bovinos, com
boa eficécia terapéutica (Cid et al., 2016).

Outros trabalhos ja tiveram comprovacao da eficécia do ativo em fases imaturas
de ectoparasitas, como o trabalho publicado por Young et al., (2004) frente a pulga
Ctenocephalides felis, em que pesquisadores avaliaram a atividade inibitoria da
combinacdo do fipronil 10% com o metoprene 9% em ovos e adultos das pulgas,
resultando no controle das pulgas adultas acima de 95%, com atividade ovicida acima
de 90% durante 12 semanas. Brianti et al., (2010) publicaram um estudo com
infestacdes artificiais de adultos e das fases imaturas de R. sanguineus em cées tratados
com formulacdo spot-on de fipronil 10% e metoprene 9%. O ativo proporcionou
eficacia acima de 90% durante todo periodo de avaliacdo, que foi de 28 dias. Muitos
outros trabalhos envolvendo a eficacia de formulacGes a base de fipronil para uso topico
em adultos e fases imaturas de carrapatos e pulgas mostram resultados promissores,
como os estudos realizados por Beugnet et al., (2011), Beugnet et al., (2016) e Franc et
al., (2007).

Outras espécies de carrapatos tambem ja foram avaliadas. Bonneau et al., (2010)
publicaram sobre o efeito do fipronil em carrapatos Ixodes ricinus, com eficacia

significativa. Como resultado, os animais ficaram protegidos de reinfestagfes com
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eficacia acima de 90% por até cinco semanas e as duas formulagcdes foram igualmente
capazes de erradicar a infestacdo por carrapatos e prevenir novas infestagdes.

Muitos trabalhos também demonstram a eficacia do fipronil em diversas
espeécies de acaros de importancia em cdes e gatos, como o0s do género Cheyletiella spp,
Neotrombicula spp, Otodectes spp, Sarcoptes spp e Notoedres spp, com eficacia
proxima a 100% em um Unico tratamento por via topica (Beugnet et al., 2014; Bordeau
e Hubert, 2000; Knaus et al., 2014; Lecru et al., 2019; Scarampella et al., 2005).

Quanto a infestacdes por larvas de C. hominivorax, o ativo esta presente sob as
formas farmacéuticas de pour-on e spray. Dentre alguns artropodes de importancia em
bovinos, Lopes et al., (2017) estudaram a eficacia do FIP a 1,25% em uma combinacdo
com 2,5% de fluazuron em uma formulagdo pour-on em animais expostos
experimentalmente a larvas de C. hominivorax, com 100% de eficacia. A atividade do
fipronil quanto ao efeito profilatico e eficicia curativa do ativo contra infestacdes em
bovinos foi estudada por Lima et al., (2004). Os autores mostraram que 0 tratamento
teve efeito profilatico em mais de 95% dos animais tratados por até 17 dias. O efeito
seguiu com protecdo de até 50% apds 28 dias de tratamento, mostrando-se uma
alternativa promissora. No mercado veterinario, o spray de nome comercial Topline®,
contendo fipronil, sulfadiazina de prata e aluminio, é utilizado para tratamento curativo
em miiases em bovinos (Junior et al., 2019), com indicacdo em bula também para

0Vvinos e caprinos.

2.4 Formas farmacéuticas do fipronil na medicina veterinaria

Em animais de producdo, o ativo esta disponivel para uso topico na forma de
solucdo “pour-on” no controle das infestagdes por carrapatos e no controle e tratamento
de infestagdes por larvas de Haematobia irritans, Dermatobia hominis e C. hominivorax
(Guglielmone et al., 2000; Kaltungo et al., 2017; Lopes et al., 2017).

No mercado h& disponivel o ativo de forma isolada (Topline®) ou em associacdo
com o Fluazuron (Fiprotack®), utilizados em infestaces por carrapatos R. microplus.
Além disso, ha também a forma de spray (Topline® Spray), amplamente utilizado para
C. hominivorax de forma preventiva e curativa.

Em cées e gatos, o fipronil é encontrado com indicagéo para uso em carrapatos e
pulgas, também em formulagdes de uso topico, nas formas de solugdes “spot-on”,

contendo o ativo de forma isolada, como o Frontline® Top Spot e Fiprolex® Drop Spot
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ou em associagdo com metoprene (Frontline® plus Top Spot). Também ha formulacdes
na forma de sprays contendo o ativo de forma isolada (Frontline® Spray).

Em todos esses casos, quando o fipronil é aplicado por via tdpica, por ser
altamente lipofilico, difunde-se nas glandulas sebaceas dos foliculos capilares e
lentamente se espalha pela pelagem do animal, conferindo eficacia frente aos
ectoparasitos, com atividade residual (Birckel et al., 1998; Jennings et al., 2002).
Contudo, ndo ha estudos clinicos indicando o uso das formulagdes citadas acima frente
a infestacOes por fases imaturas de C. hominivorax em pequenos animais.

Como exposto, o uso do FIP no mercado veterinario se restringe as aplicacdes
topicas, para o controle de diferentes ectoparasitos. Contudo, nos ultimos anos foi
possivel observar a insercdo de outras classes que utilizam a via de administracdo oral, a
exemplo dos neonicotindides, spinosinas e isoxazolinas (Correia et al., 2010; Cutolo et
al., 2021, Do Vale et al., 2023; De Oliveira et al.,2018; De Oliveira et al., 2019).

Sabe-se que o desenvolvimento de formulagdes que permitam maximizar a
adesdo ao tratamento e a conveniéncia por parte dos tutores sdo uma grande tendéncia
no mercado veterinario (Petry et al., 2014). Nesse sentido, os comprimidos vém sendo
cada vez mais prescritos e utilizados, pois em sua grande maioria sdo fabricados para
promover aceitacdo voluntaria pelos animais de companhia, sendo chamados de
palatdveis ou mastigveis. Como consequéncia, essa facilidade na administracdo €
considerada mais confortdvel em ser administrado pelos tutores de animais de
companhia, promovendo maior adesao ao tratamento (Halos et al., 2015).

N&o ha nenhuma formulagdo no mercado veterinério contendo fipronil pela via
oral para o controle de ectoparasitos. Contudo, ha trabalhos que mostram que essa via
de administracdo apresenta resultados promissores (Dos santos et al., 2021; Melo et al.,
2012). Melo et al., (2012) publicaram sobre a atividade do ativo sob a forma
farmacéutica de cépsulas de gelatina em cdes infestados artificialmente por carrapatos e
pulgas, indicando eficicia significativa somente para pulgas. Posteriormente, Dos
santos et al., (2021) publicaram o estudo de eficacia de uma formulacdo de
comprimidos contendo fipronil para 0s mesmos ectoparasitos, com eficécia significativa
para ambos.

Sabe-se que ativo e seus metabolitos sdo relatados em diversas amostras
ambientais, como em aguas superficiais, aguas residuarias e escoamentos residenciais
em diversos paises, como China, Alemanha, Estados Unidos, Holanda e Vietna (Budd
et al. 2015; Li et al. 2019; Michel et al. 2016; Tennekes 2018; Wan et al. 2021). No
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Brasil, ja foi detectado fipronil e fipronil sulfona em uma das bacias hidrograficas mais
importantes do pais, com resultados igualmente preocupantes (Ferreira et al., 2022).

Além disso, as aplicacBes de uso tépico de fipronil utilizadas na medicina
veterinaria, embora sejam em menor escala, também contribuem para a liberacdo do
ativo e de seus metabdlitos no meio ambiente, como evidenciado pela deteccdo do
fipronil em aguas residuais municipais apds banho em cées tratados topicamente com o
ativo (Teerlink et al., 2017) e em escoamentos superficiais residenciais (Gan et al.,
2012).

E a chamada “exposi¢do ndo ocupacional” ao fipronil, em que ha exposicdo
humana como consequéncia a aplicacdo topica do antiparasitario, onde o contato com o
ativo pode ocorrer durante a aplicacdo do produto, pelo contato direto apds o
tratamento, através da interacdo dos tutores com seus cdes ou indiretamente, pelos locais
que os animais se abrigam e residem (Cochran et al., 2015). Como consequéncia, a via
de administracdo oral promove maior sustentabilidade ao minimizar os impactos

ambientais gerados pela exposic¢do ao FIP quando comparado com a via tdpica.

2.5 Farmacocinética clinica

Entre 0o momento da administracdo de um medicamento e o seu efeito
terapéutico, o principio ativo passa por trés fases, que compreendem a fase
biofarmacéutica, farmacocinética e farmacodinamica (Le Blanc et al., 1997).

A fase biofarmacéutica envolve a etapa de disponibilizacdo do principio ativo no
organismo, a qual ocorre através da sua liberacdo e dissolucdo. A segunda fase,
farmacocinética, conceitua-se pelo estudo, em funcédo do tempo, dos diferentes aspectos
da transformacdo de um principio ativo no organismo, sendo estes a absorcao,
distribuicéo e eliminacédo (Le Blanc et al., 1997).

A absor¢do ocorre quando o principio ativo dissolvido atravessa as membranas
bioldgicas do local de absorcdo e penetra na circulagdo sanguinea. A exemplo de uma
absorcéo gastrointestinal, o ativo € transportado pela veia porta para o figado, antes de
atingir a circulagéo sistémica, sofrendo uma biotransformacéo pré-sistémica (Le Blanc
etal., 1997).

A porcentagem do principio ativo encontrado no plasma e a velocidade com que
isso ocorre é chamada de biodisponibilidade. Apos a absorcéo, ocorre a distribuicdo do

ativo, seguida da eliminacdo, que pode ser sob a forma inalterada ou através de
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metabolitos inativos. A eliminacdo € avaliada por meio de trés parametros
farmacocinéticos: constante de velocidade de eliminagdo, o periodo de meia-vida de
eliminagdo e¢ o “clearance”. Por fim, a ultima fase, denominada farmacodinamica,
envolve o estudo dos efeitos bioquimicos e fisioldgicos dos principios ativos, bem como
seus mecanismos de acao (Le Blanc et al., 1997).

Os estudos de farmacocinética clinica envolvem a constru¢do de uma curva de
concentracdo plasmaética, onde alguns parametros farmacocinéticos podem ser
calculados, como a concentracdo plasmatica maxima (Cmax), tempo correspondente ao
pico plasmatico (Tmax), area sobre a curva (AUC) e meia-vida de eliminagéo (T1/2) (Le
Blanc et al., 1997).

A Cmax significa a concentracdo maxima de um farmaco no plasma ap6s a sua
administracdo, geralmente diretamente proporcional ao efeito farmacodinamico. E
expressa em unidade de concentracao (exemplos: ng/mL, mg/mL) (Winter, 2012).

O Tmax representa 0 tempo necessario para que o ativo atinja sua concentragao
méaxima (Cmax). E expressa em unidades de tempo (h, min) e nesse momento é quando
ocorre o pico de absorcao do farmaco (Winter, 2012).

A AUC é um célculo realizado entre as concentracdes plasmaticas obtidas em
funcdo do tempo, a partir do TO (tempo zero, que é 0 momento da administracdo do
farmaco), até o tempo t (AUC 0-t) e do TO até o infinito (AUC 0-o0) (Le Blanc et al.,
1997). Em outras palavras, é a medida da extensdo da biodisponibilidade do farmaco,
que indica a quantidade do ativo presente no plasma em cada tomada de tempo. O
calculo pode ser determinado pelo método dos trapézios, cuja soma é igual a area sobre
a curva (Le Blanc et al., 1997, Winter, 2012). E expressa em unidades de concentragio
por tempo (ng.h/ml, mg.h/mi™).

O t1/2 representa o tempo requerido para que a concentracdo plasmatica seja
reduzida & metade do valor original. E expressa em unidades de tempo (h, min).
(Winter, 2012).

Tratando-se da farmacocinética do fipronil, quando administrado por via oral em
diferentes espécies, de mamiferos, é rapidamente metabolizado e seus produtos de
biotransformacdo sdo amplamente distribuidos nos tecidos (Dos Santos et al., 2020; Dos
Santos et al., 2021; Woodward, 2012). Em ratos, apos administracdo oral de FIP, o
Cmax é atingido em aproximadamente 6 h. J& em cées ja foi registrada Cmax de 3,13 =
1,39 pg/mL a 1,83 + 0,40 h pos-tratamento (Dos Santos et al., 2020). Além disso,

guantidades significativas dos metabdlitos do FIP podem persistir nos tecidos,
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principalmente nos tecidos adiposos, fazendo com que sua liberacao seja mais lenta. Em
ratos, por exemplo, estima-se que quantidades significativas de metabdlitos podem
persistir nos tecidos adiposos em gordurosos por até uma semana apos o tratamento.
Quanto a eliminacgéo do ativo, tem-se que a maior excrecao ocorre nas fezes (45-75%) e
pequenas quantidades na urina (5-25%) (Gupta e Anadon, 2018).

Alguns trabalhos sobre a farmacocinética do FIP ja foram descritos na literatura
em diferentes espécies. Leghait et al., (2009) administraram o ativo na dose de 3 mg/kg
em ratos a cada 24h, durante 14 dias, porém os autores encontraram concentracdes
abaixo do limite de quantificacdo do método (100 ng/mL). Ainda em ratos, Lacroix et
al., (2010) realizaram o tratamento na dose de 3 mg/kg de FIP sob a forma farmacéutica
de suspensdo, administrados por gavagem intragastrica durante 13 dias. Como
resultado, o trabalho detectou a concentracdo plasmatica de FIP variando de 10,7 ng/mL
+8,6 ng/mL a 231,0 ng/mL £67,3 ng/mL. Posteriormente, Chang et al., (2020)
realizaram outro estudo de farmacocinética com o FIP em diferentes concentragdes (1
mg/kg por via intravenosa e 3, 10 e 30 mg/kg por via oral) em ratos. Para as doses
administradas pela via oral, foram obtidas Cmax e AUC de proporcionais as doses
administradas do ativo.

Tratando-se de trabalhos de biodisponibilidade do FIP especificos para a espécie
canina tem-se os trabalhos de Dos Santos et al., (2020), que publicaram sobre os
parametros farmacocinéticos do FIP em cées tratados na dose de 2 mg/kg, assim como
Dos Santos et al., (2021), que também propuseram o estudo farmacocinético, mas
acrescidas das concentracdes de 4 e 6 mg/kg para obtencdo de analise comparativa entre
as diferentes doses. Em ambos os trabalhos o tratamento foi realizado pela via de
administracdo oral e sob a forma farmacéutica de comprimidos. Os autores mostraram
que a dose nao alterou o perfil farmacocinético, o qual manteve o padrdo de rapida

absorcdo e biotransformagao.
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3. MATERIAL E METODOS

Os estudos se iniciaram com o desenvolvimento dos tabletes mastigaveis de fipronil,
seguindo as etapas de preparo do diluente, aglutinante, mistura dos componentes e
incorporacdo do ativo, resultando em uma massa homogénea, a qual passou pelo
processo de moldagem utilizando forma de 2g para obtencdo dos tabletes mastigaveis.
A formulacdo passou em sequéncia pela etapa de caracterizagdo fisico-quimica, atraves
dos ensaios de determinacdo de peso, doseamento, uniformidade de doses unitarias e
estabilidade de curta duragédo, seguindo as determinagdes da Farmacopeia Brasileira
(2019).

Em seguida foram realizados os ensaios in vivo, 0s quais foram conduzidos em dois
momentos distintos, com diferentes animais. Ap6s a aprovacio da Comissio de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (CEUA/IV/UFRRJ), foi realizado primeiramente o estudo de farmacocinética
descritiva dos tabletes mastigaveis de fipronil. Para o ensaio, foram selecionados oito
cdes da raca beagle, pertencentes ao canil experimental do Laboratério de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV/DPA/IV/UFRRJ).

Posteriormente foi realizado o estudo de eficacia clinica, o qual foi conduzido
separadamente do estudo de farmacocinética, apds a aprovacdo da CEUA/IV/UFRRJ.
Neste caso, para a selecdo dos animais, foram selecionados oito cdes da raca beagle
pertencentes do canil experimental do LQEPV que, durante o periodo estipulado,

apresentaram infestacdes naturais por larvas de C. hominivorax.

3.1 Desenvolvimento dos tabletes mastigaveis de fipronil

Baseado no estudo realizado por Dos Santos et al., (2021), que estudaram
comprimidos de FIP sob diferentes doses em infestacdes por carrapatos e pulgas em
cdes, foi escolhida a dose de 6mg/kg de fipronil para ser incorporada na formulacéo do
presente estudo, para que pudesse ser posteriormente administrada em cées nos estudos
de farmacocinética e eficacia em infestacOes por larvas de C. hominivorax.

Os tabletes mastigaveis foram obtidos por moldagem seguindo quatro etapas a
seqguir: 1- preparo do diluente, 2- preparo do aglutinante; 3- mistura dos componentes e

incorporacdo do ativo; 4- moldagem em formas de aproximadamente 2g.
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3.1.1 Preparo do diluente

Foi utilizada racdo seca para cdes adultos da marca Must® como diluente. A
racdo foi triturada no liquidificador e posteriormente passou por processo de secagem
em estufa a uma temperatura de 90 °C durante duas horas. A cada 20 min, o material foi
inspecionado e homogeneizado com uma espatula para garantir secagem homogénea.
Em seguida a ragdo foi passada em tamis n° 24 para garantir tamanho homogéneo da

racao.

3.1.2 Preparo do aglutinante

Uma goma base foi preparada na proporc¢éo de 60:10, utilizando 60g de glicerina
pura (Synth®), 10g de gelatina em p6 (Synth®) e agua destilada até completar a massa
de 100g. Utilizando um becker, a glicerina foi inicialmente aquecida em banho maria a
uma temperatura de 80 °C. Em seguida a gelatina foi adicionada lentamente com auxilio
de agitador magnético, completando com &gua destilada ao final do processo até atingir

a marcagéo de 100g.

3.1.3 Mistura dos componentes e incorporacdo do ativo

Para o preparo dos tabletes, levou-se em consideragdo a proporcao de 62,3% da
racdo previamente seca e triturada, somado a 2,7% da massa do fipronil (teor 99,61%,
cedido pela empresa Ceva Salde animal®), 25% de goma, 5% de crodamol e 5% de
propilenoglicol, os quais foram utilizados como umectantes. Os componentes foram
previamente pesados utilizando balanca analitica (Tecnal®) calibrada.

A racdo foi colocada em um graal e o fipronil foi adicionado aos poucos,
homogeneizando até ndo se observar as particulas brancas do ativo. Em seguida, a goma
e o crodamol e propilenoglicol foram adicionados e a massa foi novamente

homogeneizada, finalizando a preparagéo (Figura 5).
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Figura 5. Preparacdo dos tabletes de fipronil. (A) incorporacdo do fipronil na racéo
seca; (B) mistura componentes secos homogeneizacdo utilizando graal e pistilo de
ceramica; (C) adicdo dos agentes aglutinantes e umectantes a massa; (D) massa
finalizada.

3.1.4 Obtencao dos tabletes mastigaveis de fipronil por moldagem
Foi utilizada forma de 2g para acondicionar os tabletes. Os moldes foram
preenchidos com a massa (Figura 6A) e colocados em temperatura de refrigeragdo (5 +

3 °C) por um periodo de 24 h e entdo desenformados (Figura 6B).

26



Figura 6. (A). Preenchimento das formas com a massa de fipronil; (B): Moldes
preenchidos com massa de fipronil; (C): Tabletes mastigaveis de fipronil
desenformados.

3.2. Caracterizacdo fisico-quimica dos tabletes mastigaveis de fipronil
Os procedimentos foram realizados com dois lotes (Lote 1 e Lote 2), produzidos

em dias distintos.

3.2.1. Determinacéo do peso

O ensaio se aplica para formas farmacéuticas sélidas em dose unitaria. O
procedimento foi realizado com a pesagem individual de 20 tabletes mastigaveis de
fipronil em balanca analitica. O peso médio foi obtido pelo calculo da média aritmética
das 20 determinaces de peso.

A avaliacdo da determinagdo de peso foi realizada conforme os critérios de
avaliacdo da determinacgdo de peso para formas farmacéuticas sélidas em dose unitéaria

especificados na Farmacopeia Brasileira (2019) que estabelece o limite de variacéo de +
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5% para comprimidos ndo revestidos com peso medio acima de 250 mg. N&o mais que

duas unidades podem estar fora do limite especificado.

3.2.2. Doseamento

Este ensaio tem por objetivo quantificar o teor da substancia ativa em
medicamentos. Neste ensaio foram pesados 10 tabletes mastigaveis e reduzidos a po
fino com auxilio do gral e pistilo para obter uma mistura homogénea. De acordo com 0
peso médio, foram pesadas trés aliquotas desse pd, que foram transferidas para um
baldo volumétrico de 100 mL, adicionadas de 50 mL de agua destilada e submetidas a
banho-maria por 20 minutos a 50°C, e posteriormente o baldo volumétrico (100 mL) foi
avolumado com acetonitrila (ACN). As amostras foram posteriormente acondicionadas
em cuba de ultrassom por mais 20 minutos. Os procedimentos de banho-maria e
ultrassom foram realizados para garantir a homogeneizacéo e a solubilidade da solucéo.

Apbs solubilizacdo, as amostras foram filtradas utilizando papel filtro e uma
aliquota de 200 pL foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, o qual foi
avolumado com ACN.

As amostras preparadas no ensaio de doseamento e a curva padrdo foram
analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-UV) utilizando
metodologia adaptada, descrita por CID et al, (2012), seguindo seguintes condicdes
cromatograficas:

e Sistema Cromatogréafico: CLAE Dionex Ultimate 3000
e Coluna: Sunfire — C18 (5um) 150 x 4,6 mm

e Fase mavel: Acetonitrila: Agua (60:40, v/v)

e Comprimento de onda: 220 nm

e Fluxo: 1,40 mL/min

e Volume de injecéo: 10 puL

e Temperatura: 25°C

e Tempo de corrida: 10 minutos
Para o preparo da solugdo-mae (SM) de FIP, foram pesados, com precisdo

analitica, a quantidade equivalente a 25 mg de FIP com teor de 99,5% (Sigma-Aldrich

Co.) e transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, cujo volume foi completado com
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ACN, resultando em uma solucdo de 1000 ug/mL, denominada de solugdo estoque
(SE).

Para o preparo da curva padrdo, a partir da SE, foram realizadas dilui¢des nas
concentracdes finais de 1, 5, 10, 25, 50, 75 pg/mL, para obtencdo da curva padréo,

utilizando ACN como diluente.

3.2.3. Uniformidade de dose unitarias

O ensaio de uniformidade de dose é realizado visando averiguar eficiéncia do
processo de mistura e garantir homogeneidade de dose. Foram pesados individualmente
10 tabletes e as quantidades individuais estimadas (xi) foram calculadas segundo a
Equacéo 1:

XEZPIXAIP o Equacédo 1

em que

pi = pesos individuais das unidades ou dos contetdos das unidades testadas;

A = quantidade de farmaco, expressa em porcentagem da quantidade declarada,
determinada no doseamento;

P = peso médio das unidades utilizadas no doseamento

Calculou-se o valor de aceitacdo conforme a Equacao 2:

VA= | M= X|+KS .o, Equacéo 2

Onde:
M: se 98,5% < X > 101,5%, entdo M = 100%
(X:) Média dos contetdos individuais (x1, X2,..,xn)
k: constante de aceitabilidade = 2,4
s: desvio padrdo da amostra

O valor maximo permitido para o valor de aceitacéo é de 15,0.

3.2.3. Estudo de estabilidade de curta duragdo
Ap0s a producdo e estudos de caracterizacao fisico-quimica, os tabletes restantes
do Lote 1 foram acondicionados em diferentes condi¢cbes de armazenamento e

embalagem e submetidos a analise de teor ap6s um periodo de seis meses.
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Para isso, seis amostras foram acondicionadas individualmente em sachés
compostos de aluminio com trés soldas e abre-facil, com face interior em polietileno,
seladas em seladora de 10 mm de espessura, e seis unidades foram colocadas em
embalagem primaria em saché de plastico polietileno de alta densidade transparente e
uma face picotada (Figura 7). Os tabletes acondicionados nos dois tipos de embalagens
foram submetidos a duas condi¢bes de armazenamento: trés unidades de cada
embalagem em geladeira (5 + 3 °C) e trés em prateleira (25 = 3 °C).

Apds o periodo de seis meses, as amostras foram submetidas aos procedimentos
de doseamento para andlise do teor a fim de obter uma analise comparativa com 0s

resultados de teor inicial (p6s-producédo) do lote.

LQEPYV - FARMACOMETRIA
Nome.:
Lote:
Fab.: 04/0

Teor: £F 6

LQEPV - FARMACOMETRIA
Nome.: v . "

o .w"(; | Lote:d Cummbatdindin 0600 | R
wmwﬂ—l % N fab.: 0dloe .

Fab: CA(O4  Val.: ' T = il

Teor; CPAS  Resps Kok, JeorCRAC_Resps Kowine [

LQEPV - Famwacmis |
Nome,: e
|

Figura 7. Tabletes mastigaveis de fipronil acondicionados em duas embalagens
distintas. (A): embalagem priméria em saché de plastico polietileno de alta densidade
transparente e uma face picotada; (B): sachés compostos de aluminio com 3 soldas e
abre-facil, com face interior em polietileno, seladas com seladora de 10 mm.

3.1. Farmacocinética descritiva dos tabletes mastigaveis de fipronil

3.2.1. Animais, tratamento e coleta de amostra

O estudo foi conduzido apés aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Veterinéria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(CEUA/IV/UFRRJ), sob o protocolo de numero 9627160623. Foram adotadas medidas
de enriquecimento ambiental de forma a minimizar o estresse causado pelo
confinamento e manejo necessarios a condugéo do ensaio.

Para avaliacdo dos pardmetros farmacocinéticos, foram selecionados oito cdes da

raca Beagle, com idade entre 1 e 8 anos, quatro machos e quatro fémeas, pesando entre
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10 e 13 kg, pertencentes ao canil experimental do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV/DPA/IV/UFRRJ).

O estudo se iniciou no dia -14, onde oito animais foram submetidos a pesagem e
avaliacdo clinica, a qual incluiu a avaliacdo de frequéncia cardiaca e respiratoria,
ausculta cardiaca e pulmonar, observacdo de alteracbes neuroldgicas, oftalmicas,
dermatoldgicas, palpacdo de linfonodos, palpacdo abdominal, palpacdo dos membros
pélvicos e toracicos e afericdo da temperatura retal, visando a inclusdo de animais
sadios no estudo. Apos, os cdes selecionados foram alojados individualmente em canis
experimentais de alvenaria que contemplavam area fechada, medindo de 2,10 x 1,65m,
além de érea aberta, de 2,10 x 1,65m.

No dia -7 os animais foram submetidos a outro exame clinico para garantir
novamente a inclusdo de animais sadios no estudo. Como critérios de inclusdo, foram
selecionados cdes que estivessem dentro da faixa de peso estabelecida, que néo
apresentaram nenhuma alteracdo nos exames clinicos realizados nos dias -14 e -7 e no
caso das fémeas, que ndo estivessem prenhas ou lactantes. Os critérios de excluséo
envolveram animais que estivessem fora da faixa de peso e/ou que apresentassem
quaisquer afeccgdes clinicas e fémeas prenhas ou lactantes. Como critérios de exclusédo
pos-tratamento, levou-se em consideracdo animais que apresentassem algum tipo de
enfermidade durante o estudo e/ou apresentassem hipersensibilidade ao principio ativo e
demais constituintes da formulacdo, critérios que inviabilizariam a continuidade do
estudo.

Previamente ao estudo, foi preparado um lote dos tabletes mastigaveis, o qual,
apos ser foi submetido e aprovado nos estudos de controle de qualidade (peso médio,
doseamento e variacao de peso, descritos no item 3.2), foi liberado para a realizacdo do
estudo de farmacocinética com no maximo 15 dias ap6s o preparo. Além disso, foi
coletado 5 mL de sangue de cada animal através da puncéo da veia jugular com agulha
21G (25X8) e tubos vacuntainer. O sangue foi acondicionado em tubo heparinizado de
5mL. O plasma foi obtido por centrifugacéo a 756 g, durante 10min, a 4 °C e aliquotado
(1 mL) em microtubos (n= 3), armazenados a —20 °C até o0 momento da analise.

No dia 0 o tratamento foi realizado em dose Unica, sendo um tablete mastigavel
por cédo. O tablete foi oferecido ao animal para verificar se haveria aceitacdo voluntaria
e, caso ndo ocorresse, este era administrado diretamente por via oral.

ApoOs o tratamento, para a construcdo da curva de concentracdo plasmatica

versus tempo, foram realizadas coletas de 5 mL de sangue através da puncdo da veia
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jugular com agulha 21G (25X8) e tubos vacuntainer. O sangue foi acondicionado em
tubo heparinizado de 5 mL. As coletas foram realizadas nos tempos de 30 min, 45 min,
1,2,3,4,8,12 e 24 h apds o tratamento (Figura 8A e 8B).

: £ 2\

Figura 8. (A) Coleta de sangue realizada pela puncédo da veia jugular com agulha 21G
e tubo vacuntainer em cdo da raca beagle tratado com um tablete mastigavel de
fipronil 72 mg para posterior determinacdo dos parametros farmacocinéticos. (B)
Tubos identificados com o microchip de cada animal e os tempos de avaliacdo
correspondente.

Do inicio do estudo, no dia -14, até o dia -1, os animais foram alimentados com
racdo comercial propria para a espécie, fornecida duas vezes ao dia, em quantidade
adequada, de acordo com as instrucbes do fabricante. No dia 0 os animais ficaram em
jejum, uma vez que trabalhos de farmacocinética recentes indicam que a lipemia
interfere na avaliagdo (Tikhomirov et al., 2021).

Decorridas 12 h ap6s o tratamento, todos foram alimentados normalmente, além
de serem contemplados com atividade de enriquecimento, envolvendo a oferta de racédo
seca e Umida. A agua foi fornecida ad libitum em bebedouros de aco, por ser o material
que os animais ja estdo habituados. Os procedimentos de fornecimento de comida e
agua, bem como os de limpeza dos canis foram realizados pela equipe de limpeza do
proprio biotério. A limpeza foi feita diariamente.

Ao término do estudo, no dia +1, os animais passaram por ultima avaliacdo
clinica para garantir que ndo tenham tido nenhum acometimento. Em seguida

retornaram ao plantel e o estudo foi finalizado.
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3.2.2 Preparo das amostras e analise cromatografica

A metodologia para quantificacdo do FIP no plasma foi realizada conforme
descrito por CID et al, (2012).

Inicialmente foi preparada uma solu¢cdo mée (SM) de FIP. Para isso, foram
pesados 25 mg de FIP com teor de 99,5% (Sigma-Aldrich Co.) e transferidos para um
baldo volumétrico de 25mL, cujo volume foi completado com ACN, resultando em uma
SM de 1000 pg/mL.

Posteriormente foi realizado o preparo do padrdo interno (PI), utilizando o
etiprole (Sigma-Aldrich Co.). Foram pesados, com precisdo analitica, quantidades
equivalentes a 50 mg de Pl com teor de 98,2% e transferidos para um baldo
volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com ACN, resultado em uma
solucgéo de 500 pg/mL.

Foi realizado o preparo da curva de calibracdo em matriz para quantificagéo das
amostras. Para isso, foram coletadas amostras de sangue de quatro caes que nao foram
submetidos a nenhum tratamento com antiparasitarios nos ultimos trés meses. A coleta
foi realizada através de puncdo venosa da veia jugular, acondicionando o sangue em
tubos heparinizados de 10 mL. Em seguida as amostras foram submetidas a
centrifugacdo a 756 g por 10 min a 4°C para obtencédo do plasma.

O plasma foi contaminado com solucdo contendo FIP para obtencdo das
concentragOes finais de 5, 10, 50, 100, 250, 500 e 1000 ng/mL. O etiprole (PI) foi
adicionado ao plasma na concentragdo final de 250 ng/mL. Por fim, o plasma foi
aliquotado em volumes de 1 mL em eppendorfs e acondicionado em freezer a -20°C até
0 momento da anélise.

O preparo das amostras foi realizado através de procedimento de extracdo em fase
solida (EFS). Foram utilizados cartuchos HLB — Oasis (Waters) acoplados a manifold
(Supelco®) com capacidade para 12 cartuchos ligados a uma bomba a véacuo (Tecnal®)
a 10 mm de Hg. Inicialmente os cartuchos foram acondicionados com 2,0 mL de
metanol e 2,0 mL de agua. Em seguida foram adicionadas 1,0 mL de amostra (plasma) e
depois se procedeu a etapa de lavagem utilizando 1,0 mL de &gua.

A eluicdo foi feita com 1,0 mL de metanol. O eluato foi evaporado em
concentrador a vacuo e reconstituido em 100puL de ACN. As amostras foram analisadas

por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccéo por ultravioleta (UV)
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através da metodologia desenvolvida por CID et al., (2012) e adaptada por Dos Santos
et al., (2020) nas seguintes condicdes:

e Sistema Cromatogréafico: CLAE Dionex Ultimate 3000

e Software: Chromeleon 6.8

e Coluna: Kromasil C18 100 x 4,6 mm X 3,5um

e Pré-coluna: Kromasil C18 (5 um, 4.6 x 10 mm)

e Fase mdvel: ACN:Agua (60:40, v/v)

e Comprimento de onda: 210 nm

e Fluxo: 1,00 mL.min-1

e Volume de injecéo: 10 pL

e Temperatura: 25°C

e Tempo de corrida: 15 minutos

3.2.3 Determinacéo dos parametros farmacocinéticos

Os parametros farmacocinéticos foram determinados por meio do programa PK
Solver (Microsoft Excel®, Redmond, WA, EUA), analisados por meio do modelo néo
compartimental de administracdo extravascular. Todos os pardmetros farmacocinéticos
foram calculados usando os dados de concentracéo plasmatica individual versus tempo.

A concentracdo maxima medida para um determinado animal (Cmax) e o tempo
desde a dosagem até a concentracdo maxima (Tmax) foram medidos individualmente.
Os dados dos parametros foram utilizados para calcular a média e o desvio padrdo. A
constante de taxa de eliminacéo foi calculada usando a regressdo com o maior valor de
R2 ajustado com base nos altimos trés pontos de dados. A area sob a curva zero até o
ultimo tempo t (AUCO-t) foi calculada usando 0 método trapezoidal linear e extrapolada
para o infinito (AUCO-inf).

Os outros parametros, meia-vida plasmatica terminal (t1/2), tempo médio de
residéncia (MRT), depuracdo (Cl) e volume de distribuicdo com base na inclinagdo
terminal (Vz) foram calculados diretamente com PK Solver (Zhang et al., 2010). Os

resultados foram expressos como média aritmética + desvio padréo (DP).

3.1. Estudo de eficécia clinica
O estudo foi conduzido apds aprovacdo da CEUA/IV/UFRRJ, sob o protocolo de
numero 8546110823. Assim como descrito no estudo anterior, para o estudo de eficacia
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clinica foram adotadas medidas de enriquecimento ambiental de forma a minimizar o
estresse causado pelo confinamento e manejo necessarios a conducgéo do ensaio.

Com os parametros farmacocinéticos obtidos no primeiro ensaio, foi possivel partir
para a etapa seguinte. Sendo assim, o estudo de eficacia dos tabletes mastigaveis
contendo fipronil foi realizado em animais que, durante o periodo estipulado,
apresentaram infestacOes naturais por C. hominivorax.

Foram selecionados oito cées da raca Beagle, com idade entre 1 e 8 anos, pesando
entre 10 e 13kg, pertencentes ao canil experimental LQEPV/DPA/IV/UFRRJ.

Durante o estudo os animais foram alimentados com racdo comercial apropriada
para a especie, fornecida duas vezes ao dia, em quantidades de acordo com as instrucoes
do fabricante. A &gua foi fornecida ad libitum em bebedouros de ago, por ser o material
gue 0s animais ja estdo habituados.

Como parte da rotina do LQEPV, os cdes eram inspecionados para observacdes
gerais de salde diariamente. Neste momento, caso fosse detectada alteragdo
dermatoldgica compativel com leséo provocada por larvas de C. hominivorax, a médica
veterinaria responsavel pelo canil era acionada e, caso o animal atendesse aos critérios
de incluséo, este era inserido no estudo.

Havendo a confirmacdo, inicialmente os cdes foram submetidos a pesagem para
verificar se estavam dentro da faixa de peso estabelecida. Em seguida passaram por
avaliacdo clinica visando a confirmacdo de infestacdo e inclusdo de animais sadios no
estudo. Para isso, os animais foram submetidos a exame clinico para avaliacdo de
frequéncia cardiaca e respiratoria, ausculta cardiaca e pulmonar, observacdo de
alteracbes neuroldgicas, oftdlmicas, dermatoldgicas, palpacdo de linfonodos, palpacéo
abdominal, palpacdo dos membros pélvicos e toracicos e afericdo da temperatura retal.

Como critérios de inclusdo, foram selecionados cdes que estivessem dentro da faixa
de peso estabelecida, que ndo apresentaram nenhuma alteracdo em exame clinico e no
caso das fémeas, que ndo estivessem prenhas ou lactantes. Os critérios de exclusédo
envolveram animais que estivessem fora da faixa de peso e/ou que apresentassem
quaisquer afeccBes clinicas no momento da avaliagdo. Como critérios de exclusdo pds-
tratamento, levou-se em consideracdo animais que apresentassem algum tipo de
enfermidade durante o estudo e/ou apresentassem hipersensibilidade ao principio ativo e
demais constituintes da formulacéo, critérios que inviabilizariam a continuidade do

estudo.
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Ao confirmar que o animal atendia aos critérios de incluséo, este foi incluido no
estudo e alojado em gaiola individual de aco inoxidavel nas dimensdes 70 x 120 x 60
cm (altura x largura x profundidade). Cada gaiola contemplava bandejas de aco
inoxidavel removiveis para recolher as larvas expulsas, evitado que o animal pisasse nas
larvas, 0 que comprometeria a avaliacao.

Todos os animais selecionados para o estudo foram tratados com uma unidade do
tablete mastigavel de fipronil 72mg. A avaliacdo da eficicia apds o tratamento foi
realizada através de observacdes das larvas, avaliando morte ou expulsdo. A contagem
das larvas expulsas e as avaliagdes foram adaptadas de Correia et al., (2010), sendo
realizadas nos tempos 30 min antes do tratamento e 15, 30 e 45 min, 1, 2, 3,4, 8, 12 e
24h apo6s o tratamento. As larvas foram classificadas como vivas se apresentassem
motilidade no momento da avaliacdo e como mortas se ndo estivessem moveis e se
estivessem desidratadas, secas ou com mudanca em sua coloracdo (Cutolo et al., 2021).

Ap0s o estudo, os animais que ndo tiveram as larvas expulsas foram submetidos ao
procedimento de sedacdo para remocdo mecanica. Apds a remocao, as feridas foram
limpas e tratadas. Como tratamento de suporte, além da limpeza da ferida, os cées
receberam anti-inflamatorio, antibio6tico e analgésico, conforme a necessidade de cada
leséo.

As larvas expelidas e removidas em todos os tempos de avaliagdo foram
acondicionadas em frascos devidamente identificados contendo quantidade adequada de
alcool 70%, para posterior classificacdo como larvas de primeiro, segundo e terceiro
instares de Cochliomya spp., segundo as chaves taxonémicas de Guimardes e Papavero
(1999) e Diaz; Arteta (2017), através da presenca de troncos traqueais dorsais
pigmentados, observacdo do tamanho da larva e numero de fendas em seus espiraculos
posteriores.

Ao término do estudo, no dia +1, os animais passaram por ultima avaliacdo clinica
para garantir que nao havia nenhum outro acometimento, encerrando o estudo. Em
seguida retornaram ao plantel, no setor de enfermaria, onde permaneceram internados

até que a ferida estivesse completamente cicatrizada.

3.1.1. Analise estatistica
Todas as avaliagdes estatisticas (inferenciais) foram realizadas apés a verificagdo
do tipo de distribuicdo dos dados (paramétricos ou ndo). Para a verificacdo da

distribuicdo empregou-se o teste de Shapiro Wilk. Na presenca de dados néo
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paramétricos, os dados foram transformados. Por se tratar, na maioria das vezes, de
valores em porcentagem, empregou-se transformacéo angular. Ao contrario, na presenca
de dados paramétricos, empregou-se diretamente testes para este tipo de distribuicao.
Em todas as andlises foi considerada significancia de 95% (p <0,05). O programa
estatistico empregado foi SPSS com base em Field (2020).

Na avaliacdo dos percentuais de eliminacdo individual para cada tempo de
avalicdo, por se tratar de amostras dependentes (pareadas) e cujo objetivo é comparar
todos os tempos entre si, empregou-se 0 Teste de Anova para amostras repetidas. Na
avaliacdo dos percentuais de eliminacdo acumulado, foi realizado o acréscimo de cada
tempo, somado ao valor de eliminacdo anteriores, seguindo a ordem cronolégica de
avaliacdo. Desta forma, o0 objetivo foi comparar um determinado tempo com o anterior
(dois a dois). Por se tratar de amostras dependentes (pareadas) empregou-se Teste T
para amostras dependentes.

A impossibilidade de utilizar um grupo controle negativo devido aos principios
bioéticos de animais na pesquisa, somado ao emprego de animais com infestacdes
naturais foram base para justificar que alguns dos resultados fossem transformados em
porcentagem. Desta forma, o nimero de larvas, classificacdo entre vivas e mortas e
instares identificados foram transformados em porcentagem, calculada através do
namero total de larvas coletadas de cada animal. Este foi o somatério do nimero de
larvas eliminadas nos tempos de 15 minutos a 24h ap6s o tratamento, acrescidos dos
espécimes encontrados no desbridamento da ferida. Desta forma, se corrige a distor¢édo
pelo numero diferenciado de larvas coletadas em cada animal, permitindo assim um
tratamento de dados individualizado.

A comparacdo entre o numero total de larvas presentes nas feridas antes do
tratamento e o nimero de larvas vivas ap0s o tratamento foi realizada através do Teste T
para duas amostras dependentes (pareadas). O calculo de eficacia na eliminacdo de
larvas foi realizado pelo somatdrio da média do percentual total de eliminacdo das
larvas dividido pelo nimero total de animais.

A eficacia terapéutica global foi calculada através do nimero médio de larvas
eliminadas em 24 h somadas ao numero total de larvas recuperadas manualmente da
ferida ap0s 24 h de tratamento dividido pelo niUmero medio de larvas nos animais antes
do tratamento (soma do numero médio de larvas vivas e mortas coletadas apds o

tratamento com as larvas removidas manualmente).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento e caracterizagdo dos tabletes mastigaveis de fipronil

Foram preparados dois lotes de tabletes mastigaveis, com o peso médio de
2,569 g (2,443 - 2,761 g) para o lote 1 e 2,606 g (2,438 - 2,758 g) para o lote 2. As
Figuras 9 e 10 ilustram a variacdo de peso dos lotes 1 e 2 de fipronil, contendo o peso
individual de todos os tabletes mastigaveis.

A faixa azul representa o peso médio e a faixa vermelha ilustra o limite de

variacdo minimo e maximo de 5% a partir do peso medio.
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Figura 9. Variacdo de peso do primeiro lote contendo 20 tabletes mastigaveis de
fipronil. Faixa azul representando o peso médio e faixa vermelha indicando o limite de
variacdo minimo e maximo de 5% a partir do peso médio.
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Figura 10. Variacdo de peso do segundo lote contendo 20 tabletes mastigaveis de
fipronil. Faixa azul representando o peso médio e faixa vermelha indicando o limite de
variacdo minimo e maximo de 5% a partir do peso medio

Em ambos os lotes, apenas dois dos vinte tabletes encontravam-se fora da faixa
de peso estabelecida. No primeiro lote, os tabletes de nimero 1 e 7 ficaram acima do
limite de aceitacdo, enquanto no segundo lote, os tabletes de nimero 5 e 14 ficaram
abaixo e acima do limite, respectivamente. Os resultados obtidos foram aceitaveis, visto
que na Farmacopeia Brasileira (2019) é descrito tolerdncia de, no maéximo, duas
unidades fora do limite de variagdo de + 5 % para formulagdes que contenham 250 mg
ou mais. Além disso, nenhum tablete poderia estar acima ou abaixo do dobro dessa
porcentagem e o resultado obtido foi de acordo com o recomendado.

A Figura 11 representa a curva padrao do fipronil, obtida a partir de dilui¢des de
FIP em concentracfes conhecidas e utilizada no célculo de doseamento e uniformidade

de doses unitarias.
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Figura 11. Curva padrdo, obtida a partir de diluicbes de fipronil em
concentragdes conhecidas.
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Os resultados referentes ao peso médio, doseamento e uniformidade de dose

obtidos nos dois lotes de tabletes mastigaveis de fipronil encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Peso médio, doseamento e uniformidade de dose obtidos de dois lotes de
tabletes mastigaveis de fipronil

Uniformidade de dose***

Lote Peso médio (g)* Doseamento**
Teor (%) VA
1 2,569 99.12 + 6,36 100,80 + 5,48 12.35
2 2,606 102,22 + 5,53 102,36 + 4,46 13,05

* Valores expressos em media (n=20) e valor minimo e maximo; **% em
relacdo ao declarado. Valores expressos em média + dp (n=3); *** % calculado pela
variacdo de peso. Valores expressos em média = DP (n=10); VA: valor de aceitagao

No ensaio de doseamento, observou-se que o teor dos lotes fabricados de
tabletes mastigaveis de FIP foram de 99,12% + 6,36 e 102,22% + 5,53 para os lotes 1 e
2 ambas dentro do limite aceitavel pela Farmacopeia Brasileira (2019).

Na anélise de uniformidade de doses unitarias, o teor médio calculado dos lotes
foi de 100,80% + 5,48 e 102,36% = 4,46, com valor de aceitacdo de 12,35 e 13,05,
respectivamente. Os resultados desse ensaio também se encontravam de acordo com a

Farmacopeia Brasileira, que determina o limite maximo de valor de aceitacdo de 15.

4.2. Estudo de estabilidade de curta duragao
A Tabela 2 mostra os valores de doseamento dos tabletes mastigaveis de fipronil
que foram armazenados durante o periodo de seis meses em embalagens distintas e sob

as condigdes de armazenamento em temperatura de geladeira ou prateleira.

40



Tabela 2. Doseamento dos tabletes mastigaveis de fipronil armazenados pelo periodo
de 6 meses em embalagens de plastico ou aluminio, sob as condigdes de armazenamento
em temperatura de geladeira ou prateleira

Inicial Estabilidade ap6s 6 meses de preparo
Condigdes de Prateleira Geladeira
armazenamento (25 £ 3°C) (5+£3°C)
Embalagem - Aluminio Plastico Aluminio Plastico
% Teor* 99,12+ 9264+ 74,99 + 89,60 + 75,79 £
o reor 642 459 3,15 5,72 2,33
% Perda** - 6,53 24,34 9,6 23,54

*% em relacdo ao declarado. Valores expressos em média £ dp (n=3);
**0% perda em relagdo ao teor inicial.

O teor dos tabletes no momento de fabricacdo do lote foi de 99,12+ 6,42. Ao
comparar as duas formas de armazenamento, é possivel observar que os tabletes que
ficaram acondicionados em embalagem priméaria em saché de plastico polietileno
tiveram perda consideravel de teor, com percentual de 34,34% e 23,54% de perda nas
embalagens armazenadas na prateleira e na geladeira, respectivamente. Ja as
embalagens revestidas em sachés de aluminio armazenadas nas diferentes condigdes
tiveram pouca variagdo comparada ao teor inicial, com perda de 6,53% e 9,6% para 0s
que ficaram na prateleira e geladeira, respectivamente.

Com isso, pode-se inferir que dentre os dois parametros avaliados, a temperatura
ndo interferiu tanto na estabilidade da formulacdo quanto a forma de armazenamento,
onde foi possivel observar perda importante de teor em ambas as amostras que ficaram
armazenadas em embalagem de plastico polietileno. O armazenamento em sachés de
aluminio garantiu maior protecdo a luz, fator que pode ser justificado pela caracteristica
do ativo em se degradar mais rapidamente na presenca de luz solar (Tingle et al., 2000),
diminuindo, por este motivo, o percentual de perda.

4.3 Farmacocinética descritiva dos tabletes mastigaveis de fipronil
Os dados referentes aos dados dos cées selecionados para 0 estudo se encontram

na Tabela 3.
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Tabela 3. Dados dos cdes participantes do estudo de avaliacdo da farmacocineética
descritiva de tabletes mastigaveis de fipronil 72 mg

Tabletes

Animal Idade (anos) Sexo Peso (Kg) Administrados Dosagem/Kg
1 5 Macho 11,25 1 6,400
2 4 Macho 10,9 1 6,606
3 5 Macho 10,45 1 6,890
4 3 Macho 12,9 1 5,581
5 4 Fémea 11,75 1 6,128
6 3 Fémea 10,7 1 6,729
7 3 Fémea 111 1 6,516
8 3 Fémea 10,55 1 6,825

Média 3,75 11,19375 1 6,459

Desvio 0,886 0,806 - 0,431

O estudo foi conduzido com quatro machos e quatro fémeas, com idade entre 3 a
5 anos. O peso médio dos animais que participaram do estudo foi de 11,193 + 0,806kg.
A dosagem individual foi calculada com base no tratamento por via oral de uma unidade
de tablete mastigavel de fipronil a 72mg. Com isso, a dosagem do grupo compreendeu a
média de 6,459 + 0,431 mg/kg, com variagdo minima e maxima de 5,581 —
6,890mg/Kg.

Na Tabela 4 estdo registrados os valores individuais de concentracdo de FIP nas
amostras de plasma coletadas dos cdes tratados, bem como a média aritmética e desvio
padrdo, nos tempos de avaliagdo previamente descritos.

O estudo foi realizado até o D + 1, no periodo de 24 h apds o tratamento. Na
ultima andlise ainda foi possivel detectar o fipronil no plasma. As médias dos niveis

plasmaticos individuais versus tempo estao ilustrados na Figura 12.

42



4500
4000
3500
3000

—
—

£2500
S

000
1500
1000

500

Concentragdo plasmatica fipronil

0 0,5 0,75 1 2 3 4 8 12 24
Tempo (horas)

Figura 12. Curva de concentracdo plasmatica média (n= 8) em plasma canino ap6s
administracdo por via oral de tabletes mastigaveis de fipronil na dose de 6 mg/kg

Apo6s o tratamento dos animais pela via oral com tabletes mastigaveis de
fipronil, logo na primeira analise, realizada apds 30 min de tratamento, foi possivel
detectar o ativo no plasma. As concentracfes plasmaticas de FIP aumentaram nos
periodos de avaliacdo seguintes e atingiram seu maximo (Cmax) em aproximadamente
2,2 h £ 0,94 h (Tmax), com valores encontrados de 3126,53 + 1269,47ng/mL para a
dose de 6mg/kg.

Apbds atingir o Tmax os niveis de FIP declinaram nos tempos de avaliacdo
subsequentes, sendo que decorridas 24 h o valor de FIP obtido foi de 411,92 + 101,87
ng/mL.
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Tabela 4. Valores individuais de concentracdo plasmatica de fipronil nas amostras de plasma coletadas dos cées tratados por via oral em dose
Unica com tabletes mastigaveis contendo 72mg de fipronil

Concentracdo plasmatica (ng/mL) de fipronil/animal/tempo de avaliacédo

Jﬁ)nrq;s(; . , 3 . ; 5 . g Média Desvio Padréo
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,5 406,49 143557 389,17 499,75 485,13 47,88 253,76 69,39 448,39 435,18
0,75 1252,27  3044,83 298,27 1429,82 2129,43 1321,99 1457,03 285,53 1402,40 904,39
1 1712,87  3703,59 1406,27 1428,87 479,12 3824,89 1879,16 787,76 1902,82 1237,23
2 1685,49  2364,15 1573,34 1698,92 505,58 4063,07 1892,14 966,08 1843,60 1060,91
3 3346,47  3107,99 3698,49 2197,83 384,25 3561,37  4907,29 743,97  2743,46 1540,93
4 1418,06  2981,40 1535,14 121772 632,04 1855,72 2044,46 651,84 1542,05 771,24
8 885,97 636,30 806,83 739,69 498,57 1017,38 1574,78 621,59 847,64 335,93
12 625,87 640,06 756,64 701,60 353,86 740,43 1061,44 590,88 683,85 197,92
24 428,77 521,71 572,13 302,61 270,59 386,47 438,23 374,82 411,92 101,87
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Os valores médios e os desvios padrfes dos parametros farmacocinéticos do FIP,

calculados a partir das concentracdes plasmaticas, estdo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros farmacocinéticos do fipronil ap6s administracdo por via oral de
tablete mastigavel na dose de 6 mg/kg em cées.

Parametros farmacocinéticos = Média aritmética + DP

Cmax (ng/ml) 3126,53 £ 1269,47
Tmax (h) 2,22 £0,94
AUC 0-t (ng/ml*h) 21483 + 7236,44
AUC 0- (ng/ml*h) 35193,25 + 15859,06
T 1/2 (h) 21,06 + 14,24

Cmax = Concentracao plasmatica maxima; Tmax = Tempo para atingir a concentracao
plasmatica maxima; ASCO-t = area sob a curva do tempo 0 até a Gltima concentracao
detectavel; ASCO-o0 = area sob a curva de concentragdo-tempo do tempo 0 ao infinito;
T1/2 = tempo necessario para que metade do farmaco seja eliminado;

Os pardmetros farmacocinéticos foram determinados utilizando o programa
Macro PK Solver® a partir de um modelo matematico ndo-compartimental de
administracdo extravascular. Os resultados do estudo indicam rapida absorcdo do FIP,
com Cmax atingido em aproximadamente 2,22h (Tmax).

Outros autores ja realizaram estudos de parametros farmacocinéticos do FIP,
porém em espécies, concentracdes, dosagens e vias de administracdo distintas (Leghait
et al., 2009, Lacroix et al., 2010, Chang et al., 2020, Cid et al., 2016). Essas variaveis
impossibilitam estabelecer uma comparagdo direta dos parametros farmacocinéticos
com o0s resultados obtidos no presente estudo, uma vez se tratando de indmeras
diferencas que influenciam nos parametros de biodisponibilidade. Contudo, dentro de
24h de avaliagéo, os artigos demonstram curvas de concentracdo semelhantes, com um
perfil de rapida absorcéo, biotransformacéo e lenta eliminacao.

Entretando, tratando-se de trabalhos que foram realizados na mesma espécie
animal, sob a mesma via de administracdo e dose, os resultados permitem uma
comparagdo acerca dos resultados obtidos. Dos Santos et al., (2020) publicaram sobre
0s parametros farmacocinéticos do FIP em cées tratados com comprimidos contendo o
ativo, porém na dose de 2mg/kg. Dos Santos et al., (2021), por sua vez, propuseram 0

mesmo estudo farmacocinético, mas acrescidas das concentraces de 4 e 6 mg/kg para
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obtencdo de andlise comparativa entre as diferentes doses. Por este motivo, o trabalho
de Dos Santos et al., (2021) é o que mais se assemelha ao que foi realizado neste ensaio,
pois ambos envolveram a mesma dose (de 6mg/kg), administrados por via oral,
possibilitando uma analise comparativa.

A curva de concentragdo plasmatica do FIP obtida no presente estudo foi
semelhante a observada pelos dois trabalhos citados acima, visto que ambos o0s autores
encontraram 0 Cmax ap0s 2h de tratamento. Além disso, ao comparar a Cmax média
obtida por Dos Santos et al., (2021) na dose de 6mg/kg, nota-se o valor obtido de 5800
ng/mL, maior do que o Cmax deste estudo, que teve média de 3126,53ng/mL.

As diferencas encontradas no Cmax (ng/mL) encontradas nos diferentes
trabalhos podem ser explicadas devido a forma farmacéutica empregada nos estudos.
Embora os dois trabalhos tenham sido realizados em cées, envolvam a mesma via de
administracdo e com a mesma dose, Dos Santos et al., (2021) realizaram o estudo sob a
forma farmacéutica de comprimidos, enquanto este ensaio foi realizado com tabletes
mastigaveis. Sabe-se que ha diferencas nas propriedades fisico-quimicas, assim como
no desenho e na producdo das diferentes formulagdes, fatores que podem vir a
influenciar nos parametros avaliados (Hoener et al., 2002).

Dos Santos et al., (2021), para o desenvolvimento dos comprimidos de FIP,
usaram a lactose como matriz, diferente da matriz dos tabletes mastigaveis, que foi
escolhida racdo para cdes, que é uma matriz comparativamente mais rica em gordura e,
somado a presenca de polimeros que formam hidrogéis, pode justificar a mudanca de
biodisponibilidade das formas farmacéuticas, sobretudo a diminuigdo do Cmax. Por ser
lipofilico, o FIP tende a ficar mais aderido a gordura (Stafford et al., 2018), o que pode
diminuir a velocidade de liberacdo do farmaco a partir de sua forma farmacéutica,

levando a diminuicdo da sua biodisponibilidade.
4.4. Estudo de eficacia clinica

Os dados referentes aos dados dos cées selecionados para o0 estudo se encontram

na Tabela 6.
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Tabela 6. Dados dos cdes participantes do estudo de avaliagdo da eficicia na expulséo
de larvas de Cochliomyia hominivorax contidas em feridas naturais, tratados em dose
Unica pela via oral com tablete mastigavel contendo 72mg de fipronil

Animal |dade Sexo Local da Les&o Peso  Tabletesad-  Dosagem
(anos) (Kg)  ministrados  (mg/KQg)
1 3 Fémea Regido interescapular 12,5 1 5,760
2 8 Fémea Regido interescapular 11,25 1 6,400
3 6 Fémea Regiéo perianal 114 1 6,316
4 5 Macho Regido de orelha esquerda 12,65 1 5,692
5 5 Macho Regido interescapular 125 1 5,760
6 8 Macho Orelha direita e cavidade oral 12,3 1 5,854
7 3 Macho Regiéo de orelha direita 12,1 1 5,950
8 8 Macho Regido perianal 11,75 1 6,128
Média 5,750 12,056 1 5,982
DP 2,121 0,532 0 0,269

O estudo foi conduzido conforme a ocorréncia natural de animais infestados.
Todos os cdes encontrados puderam participar do estudo por estarem dentro dos
critérios de inclusdo, que envolvia idade entre 1 a 8 anos, peso entre 11 e 13kg e estado
geral de saude dentro da normalidade, com excecdo da infestacdo.

O peso médio dos animais foi de 12,056 + 0,532kg. Através dos dados de peso
individual dos animais tratados, foi calculada a dosagem individual com base no
tratamento por via oral de uma unidade de tablete mastigavel de fipronil a 72mg. Com
isso, a dosagem do grupo compreendeu a média de 5,982 + 0,269 mg/kg com variacao
minima e maxima de 5,962 a 6,400mg/Kg.

Além disso, a ocorréncia das infestacGes foi entre cées de 3 a 8 anos, com média
e desvio padrdo de 5,750 £ 2,121 anos. Com relacdo ao sexo, os machos foram mais
acometidos, com 5 cdes, em comparacdo com as fémeas, que foram apenas 3. Dos 8
animais avaliados, o local da infestacdo compreendeu a regido dorsal de trés cdes,
especificamente a regido interescapular, regido perianal em outros dois cées e regido de
orelha nos demais. Um dos cdes acometidos na orelha também apresentou larvas na
cavidade oral, em regido gengival, acima do dente canino superior direito.

A contagem das larvas expulsas realizadas ap6s 15min, 30min, 45min, 1h, 2h,
3h, 4h, 8h, 12h e 24h apods o tratamento se encontram na Tabela 7, bem como o nimero

de larvas removidas mecanicamente apds o periodo de estudo.
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Tabela 7. Numero de larvas de Cochliomyia hominivorax expelidas (vivas + mortas),
de larvas removidas da ferida ap6s 24h e numero total de larvas recuperadas por animal
para cada tempo de avaliacdo apos tratamento em dose Unica com tabletes mastigaveis
contendo 72mg de fipronil pela via oral em cées naturalmente infestados

Larvas Larvas

Numero de larvas expelidas (vivas + mortas)
Total remo- recupe-

Animal Tempo de avaliagdo ap6s o tratamento vidas'  radas’
a5 9 M5 ah 2n 3h s eh 120 24

1 0 0 0 0 0 18 15 7 8 7 55 4 59
2 0 0 0 0 0 20 17 13 60 110 8 118
3 0 0 0 0 0 0 26 45 19 9 99 0 99
4 0 0 0 0 0 0 15 3 1 9 28 0 28
5 0 0 0 9 3 1 8 25 22 9 77 3 80
6 0 0 0 0 1 12 10 9 6 3 41 0 41
7 0 0 0 0 0 0 7 16 6 9 38 0 38
8 2 0 0 0 0 182 198 167 259 4 812 5 817

Média 0,3 0 0 1,1 05 27 37 36 42 14 158 2,5 160

desvio 0,7 0 0 32 11 63 65 55 88 19 266 3 267,3

1-Larvas removidas da ferida ap6s 24h. Todas as larvas estavam mortas
2-Somatdrio das larvas eliminadas apds o tratamento com as recuperadas da ferida apés 24h

Com excecdo de um animal avaliado, o qual apresentou expulséo das larvas na
primeira avaliacdo, ndo houve expulsdo larval dos demais nas trés primeiras avaliacoes,
correspondentes aos tempos de 15, 30 e 45 minutos apds o tratamento.

Houve discreta expulsdo larval de outros dois cdes tratados apds 1 e 2h de
tratamento, porém a queda s6 foi proeminente a partir da avaliacdo ap6s 3h até o
periodo de 12h apds o tratamento, onde foi observada média de expulsdo de 26,6 + 63,2,
37,4 + 65,2, 36,1 + 545 e 38,5 £ 78,9 larvas para os tempos 3, 4, 6 e 12h,
respectivamente. A expulsdo foi notadamente observada no momento em que é
registrada a Cmax do ativo, que ocorreu em 3h apds o tratamento, o que justifica o
aumento da atividade a partir desse momento.

Correia et al., (2010), De Oliveira et al., (2018), De Oliveira et al., (2019), ao
descreverem sobre a eficacia larvicida do Nitenpyram, Spinosad e Sarolaner,
respectivamente, em cdes naturalmente infestados por larvas de C. hominivorax,
descreveram no trabalho o nimero individual de larvas expelidas nos diferentes tempos
de avaliacdo. As tomadas de tempo avaliadas pelos autores foram semelhantes ao do
trabalho com FIP, com avaliagbes a cada 15 min na primeira hora, aumentando o

intervalo nas analises posteriores. Todos os autores realizaram o tratamento em dose
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Unica do ativo, com excecdo de Correia et al., (2010), que realizaram um segundo
tratamento decorridas 6h de avaliagdo. Com o trabalho de Correia et al., (2010), foi
possivel observar que ndo houve expulsdo das larvas nas trés primeiras avaliacOes,
correspondentes ao tempo de 15, 30 e 45 minutos apds o tratamento, com excecdo de
um animal, assim como neste estudo. Com 1 e 2h apds o tratamento nota-se a maior
taxa de expulséo das larvas. Miranda et al., (2020) publicaram um relato de caso de um
animal acometido por miiase em cavidade orbital, tratado com o Nitenpyram em dose
unica. Diferente dos resultados obtidos por Correia et al., (2010), os autores registraram
queda das larvas apds 30min de tratamento. Contudo, notou-se a maior taxa de expulséo
larval com 2h de tratamento. Os resultados obtidos pelos dois trabalhos séo justificados
pela concentracdo sérica maxima do ativo, que ocorre entre 1 e 2h ap6s a ingestdo do
comprimido, diferente da Cméax do FIP sob a forma de tabletes mastigaveis, que ocorreu
em 3h.

Seguindo para os resultados obtidos por De Oliveira et al., (2018) com o
Spinosad, dos seis animais que participaram do estudo, apenas um cdo teve expulsao
das larvas nos primeiros 15min ap6s o tratamento e dois cdes tiveram expulsdo
registradas nas avaliagdes de 30 min, 45 min e 1h. A expulsdo larval maxima foi
notadamente observada apds 6h de tratamento, porém os autores finalizaram o estudo
neste tempo de avaliacdo, entdo ndo foi possivel determinar a expulsdo larval e
comparar com os resultados obtidos nos tempos seguintes.

Por fim, De Oliveira et al., (2019), no trabalho que envolveu a eficacia do
Sarolaner, os autores ndo registraram expulsdo larval nos primeiros 30min e apenas um
cdo teve 3 larvas expulsas na avaliacdo ap6s 45min de tratamento, sendo a maior
expulséo larval observada somente apos 4h.

Sendo assim, com a avaliacdo dos trabalhos citados e comparando com 0s
resultados obtidos neste estudo, foi possivel observar que o Nitenpyram teve a expulsdo
larval mais rapida, notadamente observada apos 2h de tratamento, seguida do presente
trabalho, que registrou expulsdo notoéria apos 3h e em seguida o Sarolaner e Spinosad,
gue obtiveram apds 4 e 6h, respectivamente.

Diferente dos autores citados acima, do Vale et al., (2023) publicaram sobre a
eficacia do Lotilaner, porém os autores registraram somente a média de expulséo larval
apos 2 e 6h de tratamento, resultados que serdo discutidos a seguir. Além disso, Cutolo

et al., (2021), ao publicarem sobre a eficacia do Afoxolaner, registraram as avaliagdes
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somente antes e apos 24h de tratamento e, por este motivo, ndo foi possivel realizar a

anélise comparativa nas primeiras horas como nos trabalhos anteriores.

O ndmero de larvas de C. hominivorax expelidas para cada tempo de avaliacédo

foi transformado em percentual para avaliacdo da eficacia. Os resultados em percentual

individual e acumulado estéo dispostos nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.

Tabela 8. Percentual de larvas expelidas de Cochliomyia hominivorax para cada tempo
de avaliagdo experimental apds tratamento por via oral em dose Unica com tabletes
mastigaveis contendo 72 mg de fipronil em cées naturalmente infestados

Tempos de avaliagdo ap6s o tratamento

Animal TOTAL
15min 30min 45min 1h 2h 3h 4h 6h 12h 24h
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 305 254 11,9 13,6 11,9 93,2
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 16,9 144 11,0 50,8 93,2
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 26,3 45,5 19,2 9,1 100,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 53,6 10,7 3,6 32,1 100,0
5 0,0 0,0 00 113 38 1,3 10,0 31,3 27,5 11,3 96,3
6 0,0 0,0 0,0 0,0 2,4 29,3 24,4 22,0 14,6 7,3 100,0
7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 18,4 42,1 15,8 23,7 100,0
8 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 23,0 25,0 21,1 29,5 0,5 99,4
Média 0,032 02 08 1,41% 0,77*% 10,5 25,01° 24,86 16,85 18,34 97,76
DP 0,1 0,0 0,0 4,0 15 14,3 12,8 134 8,5 16,4 3,1
Tabela 9. Percentual acumulado de larvas expelidas de Cochliomyia hominivorax para
cada tempo de avaliacdo experimental apos tratamento por via oral em dose Unica com
tabletes mastigaveis contendo 72mg de fipronil em cées naturalmente infestados
Tempos de avaliaces apds o tratamento
Animal
15min 30min 45min  1h 2h 3h 4h 6h 12h 24h
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 305 55,9 67,8 81,4 93,2
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 16,9 314 42,4 93,2
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 26,3 71,7 90,9 100,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 53,6 64,3 67,9 100,0
S 0,0 0,0 0,0 11,3 150 16,3 26,3 57,5 85,0 96,3
6 0,0 0,0 0,0 0,0 24 317 56,1 78,0 92,7 100,0
7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 18,4 60,5 76,3 100,0
8 0,3 0,0 0,0 0,3 0,3 23,3 48,3 69,4 98,9 99,4
Média 0,032 02 02 1,42 228 12,77 37,7° 626" 794° 97,8b
DP 0,1 0,0 0,0 4,0 5,2 14,4 17,3 14,2 17,9 3,1

1.Valor obtido através do Teste T para duas amostras dependentes, comparando os valores
médios de eliminagdo média acumulada de larvas de um determinado tempo com o anterior.
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N&o houve expulsdo larval nos primeiros 45 minutos de avaliacdo apds o
tratamento. Na avaliacdo de 1h foi observada expulsdo de 1,4 (x 4)%. A expulséo foi
notadamente observada a partir dos tempos de 3, 4, 6, 12 e 24h, com 10,5 (£14,3), 25
(x12,8), 24,9(x13,4), 16,8(+8,5) e 18,3(x16,4) % do numero total de larvas,
respectivamente. Ao analisar a tabela de percentual acumulado, nota-se que nestes
tempos de avaliacdo, houve expulsdo de 12,7 (x14,4), 37,7 (£17,3), 62,6 (x14,2), 79,4
(£17,9) e 97,8 (£3,1)% , respectivamente, promovendo expulséo significativa apos 24h
de tratamento.

Na Figura 13 esta expresso 0 comparativo entre o percentual de expulsdo larval

para cada tempo de avaliacdo e o percentual acumulado dos cdes que receberam o

tratamento.
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Figura 13. Comparativo do percentual de larvas (vivas e mortas) de Cochliomyia
hominivorax eliminadas para cada tempo de avaliagdo com o percentual acumulativo
apos tratamento por via oral em dose Unica de tabletes mastigaveis contendo 72mg de
fipronil em cées.

Tendo em vista que em todos os trabalhos avaliados ndo houve expulséo
consideravel das larvas até o periodo de 2h apds o tratamento, os resultados seguintes

serdo discutidos a partir dessa tomada de tempo.
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Comparando os resultados obtidos com os outros autores, tem-se que Correia et
al., (2010), no estudo com o Nitenpyram, apds 2, 3, 4 e 6h de tratamento, registraram
19,1, 8,2 e 17,1% de percentual ndo acumulado de expulséo larval, além de 61,9, 69,7
e 86% em percentual acumulado, nestes mesmos tempos de avaliacéo, cujo resultado foi
superior ao encontrado neste estudo.

De Oliveira et al., (2018), no estudo com o Spinosad, a0 comparar 0S mesmos
tempos de avaliacdo, nota-se que apds 2, 3, 4, 5 e 6h de tratamento, o percentual ndo
acumulado foi de 4,65, 13,62, 20,35, 1,44 e 19,07% e percentual acumulado de 17,47,
31,09, 51,44, 52,88 e 71,96%, respectivamente.

Com o exposto acima, ao levar em consideracao o percentual acumulado apés 6h
de tratamento dos dois trabalhos e comparando com os resultados obtidos neste estudo,
tem-se o percentual de 85% de larvas expulsas nos animais tratados com o Nitenpyram,
seguido de 71,96% para os animais tratados com o Spinosad e 62,6% obtidos com o
tratamento com o FIP.

Ao analisar os trabalhos envolvendo as isoxazolinas, tem-se que De Oliveira et
al. (2019), no estudo com o Sarolaner, relata a taxa média de expulsdo das larvas, que
foi de 50,8% ap0s 24h de estudo. Em contrapartida, Cutolo et al., (2021), no estudo com
0 Afoxolaner, relatou 100% de expulséo decorridas 24h de tratamento. Do Vale et al.,
(2023), no estudo com o Lotilaner, registraram maior expulsdo média das larvas em 2h
apos o tratamento, com taxa de expulsdo larval de 80,5 e 93% apds 2 e 24h apds o
tratamento. Nesse caso, em 24h de avaliagdo o FIP apresentou 97,8% de percentual
acumulado de larvas expelidas, sendo superior ao encontrado no estudo com o Sarolaner
e Lotilaner, ficando abaixo somente ao Afoxolaner, descrito por Cutolo et al., (2021),
que registraram 100% de expulsdo na mesma tomada de tempo.

Em seguida, na Tabela 10, sdo apresentados os dados estatisticos de comparacéo
entre o percentual de expulséo de larvas vivas e mortas em cada tempo de avaliagéo.

Para esta analise, empregou-se o Teste T para duas amostras independentes.
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Tabela 10. Comparacdo entre o percentual de larvas vivas e mortas de Cochliomyia
hominivorax expelidas em cada tempo de avaliacdo experimental apos tratamento por
via oral em dose Unica com tabletes mastigaveis contendo 72mg de fipronil em cées
naturalmente infestados

L Tomadas Tempos de avalia¢bes apds o tratamento

arvas X

Eliminadas de medidas

centrais 15" 30" 45" 1h 2h  3h 4h 6h 12h  24h

Larvas Média 003 00 00 14 08 103 239 238 125 14
Vivas Desvio 07 00 00 32 11 632 654 544 804 14
Larvas Média 00 00 00 00 00 0,2 11 1,0 44 16,9
Mortas Desvio 00 00 00 00 00 06 25 2,9 56 16,5

Valor de p* 0,351 ---2 ---2 0,351 0,173 0,05 <0,001 <0,001 0,011 0,05

1-Valor de p obtido ap6s transformacao angular dos percentuais de larvas vivas e mortas e
emprego do Teste T para amostras independentes
2- Valor de p ndo foi possivel de ser obtido, pois ndo é possivel de ser calculado intervalo
de confianga para as duas amostras

Como resultado, tem-se que ndo ha diferenca estatistica entre larvas vivas e
mortas até o tempo de 2h. Contudo, a partir do periodo de avaliacdo seguinte, em
3h, ha diferenca significativa, a qual é observada nas tomadas de tempos seguintes,
até a Ultima avaliacéo.

A comparagdo entre o percentual de larvas vivas e mortas de C. hominivorax,
expelidas em cada tempo de avaliacdo experimental apds tratamento por via oral em
dose Unica com tabletes mastigaveis contendo 72mg de fipronil estdo expressos na

Figura 14.

44



24h
12h
1]
4h
Jh
2h
1h
45
3
15

i

Tempo de avaliacio apos o
tratamento
- l | ‘ ‘ ‘ l

=]

5.0 10,0 15.0 20,0 25,0

%% de larvas eliminadas para cada pericdo de tempo
experimental

mLarvas Vivas Larvas Mortas

Figura 14. Comparacao entre o percentual de larvas eliminadas vivas e mortas
de Cochliomyia hominivorax expelidas em cada tempo de avaliacdo experimental ap6s
tratamento por via oral em dose Unica com tabletes mastigaveis contendo 72mg de
fipronil em cées naturalmente infestados.

Nota-se que o percentual de larvas expelidas é baixo até o tempo de avaliacdo de
2h, e a partir das 3h ha queda consideravel de larvas vivas, indicadas na cor azul. A
maior porcentagem de larvas vivas em comparacdo com a expulsao de larvas mortas é
mantida até o periodo de avaliacdo das 12h e na ultima verificagdo, correspondente a
24h apds o tratamento, o percentual é invertido e observa-se queda maior de larvas
mortas em compara¢do com as vivas, indicadas na cor laranja. Além disso, a figura nos
permite visualizar que a maior queda das larvas ocorre entre 4 e 6h apds o tratamento.

Além disso, a Figura 15 permite uma melhor visualizacdo do percentual de

eliminacdo em relacdo ao tempo:
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Figura 15. Comparagdo entre o percentual de larvas eliminadas vivas e mortas de
Cochliomyia hominivorax expelidas em cada tempo de avaliagdo experimental apds
tratamento por via oral em dose Unica com tabletes mastigaveis contendo 72mg de
fipronil em cées naturalmente infestados.
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Assim como descrito anteriormente, nas primeiras avaliagdes ndo houve um
percentual significativo de expulsdo larval, porém a partir das 2h nota-se uma ascensao
do percentual de larvas vivas, mantendo-se até as 4h apds o tratamento. Entre 4 e 6h,
nota-se que o percentual se mantém com valores semelhantes de larvas vivas expulsas,
seguidas de declinio nas horas seguintes, com valor médio de 12,5 e 1,4% de larvas
vivas expulsas para os tempos 12 e 24h, respectivamente. Em contrapartida, nota-se
que, durante os tempos de avaliacdo, o percentual de larvas mortas expelidas é baixo até
0 periodo de 6h apds o tratamento. Nas andlises de 12 e 24h, observa-se um aumento do
percentual, o qual atinge 4,4 e 16,9% de expulsdo, comportamento inversamente
proporcional as larvas vivas nestes mesmos tempos de avaliagao.

Ao considerar somente 0 numero de larvas vivas presentes antes e apds o

tratamento, tém-se os resultados descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Numero total e médio de larvas vivas de Cochliomyia hominivorax
presentes nos cdes antes e ap6s 24h do tratamento por via oral em dose Gnica com
tabletes mastigaveis contendo 72mg de fipronil

Tomada de medidas  Larvas presentes na ferida Larvas vivas na ferida  Valor

centrais antes tratamento *** 24h apo6s tratamento deP
e ;
ieo 0 <0001
Media
267,3** 0

* Minimo-méaximo; ** DP; *** QO total de larvas presentes na ferida antes do tratamento é o
somatorio das larvas expelidas e recuperadas ao longo de 24h com o total de larvas encontradas
na ferida apés 24h do tratamento

O ndmero de larvas variou de 28 a 791 larvas antes do tratamento, com o
namero total de 1254 espécimes e média de 160 larvas por animal. A amplitude do
namero de larvas ocorreu devido a casuistica encontrada no estudo, onde houve
pequenas e grandes infestacgdes.

A soma dos sete animais envolvidos no estudo de Correia et al., (2010) foi de
792 larvas, com uma média de 113.1 espécimes, semelhante ao exposto por De Oliveira
et al., (2018), que contabilizaram o nimero total de 624 larvas, com média de 104 +64,9
nos seis animais que participaram do estudo.

Com relagcdo aos trabalhos publicados para a comprovacdo de eficicia das

isoxazolinas, foi registrado o nimero total de 1228 larvas nos oito cdes que participaram
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do estudo descrito por De Oliveira et al., (2019), com média de 153,1 + 159,4 larvas por
céo.

Cutolo et al., (2021) contabilizaram a soma de 886 larvas nos quatorze animais
incluidos e apenas do Vale et al., (2023) realizaram o0 estudo com onze cdes, mas com
uma média de 35 espécimes por lesdo. Diferente deste ultimo trabalho, todos os outros
relataram a eficacia dos ativos em infestagdes brandas e graves, sendo que o numero de
larvas e a amplitude presentes no estudo com o FIP foi superior a todos os trabalhos
citados.

Levando em consideragdo a média de 160 larvas presentes na ferida antes do
tratamento, tem-se que, ao final das 24h, houve média de 157,5 larvas expelidas, contra

apenas 2,5 larvas que precisaram ser removidas manualmente (Figura 16).
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Figura 16. Numero médio de larvas de Cochliomyia hominivorax presentes antes e
apés tratamento por via oral em dose Unica com tabletes mastigaveis contendo 72mg
de fipronil em cées naturalmente infestados.
Apos as 24h de tratamento, nota-se que ndo havia larvas vivas presentes nas
feridas. Foi obtida eficicia de 97,76% na eliminacdo das larvas ap6s 24 horas de
tratamento, e ao levar em consideracdo o dado de ndo haver larvas vivas na lesdo ao

término das avaliacOes, chegou-se a eficacia global de 100% (Figura 17).
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Figura 17. Eficacia na eliminagdo das larvas de Cochliomyia hominivorax e eficicia
terapéutica global ap6s tratamento por via oral em dose Unica com tabletes mastigaveis
contendo 72mg de fipronil em c&es naturalmente infestados

Correia et al., (2010) finalizaram as avaliacGes de eficacia na eliminagdo ap06s
18h de tratamento com o Nitempiram, momento em que foi registrada 95,3% de eficacia
na eliminacdo das larvas. Segundo os autores, uma vez que as larvas restantes foram
encontradas mortas, foi considerada eficacia terapéutica global de 100%. Ja o trabalho
envolvendo o Spinosad, publicado por De Oliveira et al., (2018), teve uma eficacia de
71,96% das larvas ap6s 6h de tratamento, com eficacia global de 79,7%. Além disso,
todas as isoxazolinas apresentaram 100% de eficacia global ap6s 24h de tratamento (De
Oliveira et al., 2018, Cutolo et al., 2021 e Do Vale et al., 2023).

Quanto a identificacdo dos instares larvais, os dados se encontram na Tabela 12.
Foram contabilizadas 21, 330 e 902 espécimes de Li, L e La, respectivamente. Em
percentual, houve apenas 1,68% de larvas de primeiro instar, contra 41,25% de média

de larvas de segundo instar e 71,99% de larvas La.
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Tabela 12. Identificacdo de instares larvais de Cochliomyia hominivorax expelidos de
cdes apods tratamento por via oral em dose Unica com tabletes mastigaveis contendo
72mg de fipronil em cdes naturalmente infestados

Medidas de tomada central Instares
L, L, Ls
Total* 21 330 902
N2 5 8 8
min-max® 0-10 2-198 22-590
Média* 2625+3,42 41,25+ 67,37 112,75 + 193,52
Percentual® 1,682 +0,27 26,34+ 538 71,99° + 15,44

1. Somatdrio de larvas de cada instar; 2: Nimero de animais que apresentaram cada instar; 3:
Valores minimos e maximo de instares; 4: Média de instares; 5: Percentual de instares em
relacdo ao N total; Letras iguais: valor de p > 0,05; Letras diferentes valor de p < 0,05

Entre os trabalhos sobre a eficacia in vivo de outros ativos que foram citados
neste trabalho, apenas Cutolo et al., (2021) registraram a quantidade de larvas mortas
por instares pos-tratamento. Os demais autores afirmam que foi realizada a
caracterizagdo morfoldgica das larvas para identificacdo de C. hominivorax, mas nédo
publicaram os resultados. Além disso, no trabalho de Cutolo et al., (2021) foi realizada
a identificacdo somente das larvas de L e Lz, diferente da metodologia descrita neste
trabalho, que envolveu também a caracterizacdo e contagem das larvas de primeiro
instar.

Os autores apresentaram a soma de 84 larvas L. e 802 larvas Ls presentes nos
quatorze animais tratados, numero inferior ao nimero de larvas encontradas neste
estudo para ambos 0s estagios, o que ocorreu devido ao fato de que muitos dos animais
tratados com o ativo apresentavam infestacOes leves (menos de 10 larvas) e moderadas
(de 10 a 20 larvas), enquanto o estudo com o FIP foi conduzido com uma quantidade
superior de larvas em todos os cdes tratados.

Por fim, foi realizada a representacdo comparativa entre o percentual médio
acumulativo de expulsdo das larvas (vivas e mortas) e a concentracdo plasmatica média

de fipronil de acordo com os tempos de avaliagéo (Figura 18).
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Figura 18. Representacdo comparativa entre o percentual medio acumulado de
expulsdo das larvas (vivas e mortas) apos tratamento por via oral em dose Unica com
tabletes mastigaveis contendo 72mg de fipronil e a concentracdo plasmatica média de
fipronil

A curva da distribuicdo plasmética do ativo indica que a concentracdo
plasmaética de FIP atingiu sua Cmax em aproximadamente 2,2 horas (Tmax), momento
em que comeca a ter diferenca significativa no percentual de expulsdo larval. A hipotese
para a relacdo entre a curva de concentracao plasmatica a eficacia frente as infestacdes é
a de que as larvas de C. hominivorax necessitam ingerir o farmaco por via hematdgena
para entrar em contato com o ativo. Por esse motivo, a partir do momento em que o FIP
atinge a Cmax, € quando iniciam as maiores taxas de expulsdo e, consequentemente, de
mortalidade. Ao passo que, mesmo quando h& queda da concentracdo plasmatica de
FIP, as larvas ainda presentes na ferida se alimentaram do tecido do hospedeiro desde os
periodos iniciais de avaliacdo e, por isso, o percentual de expulsdo de larvas mortas foi
notadamente maior nas ultimas tomadas de tempo e ao final do tratamento ndo havia

larvas vivas presentes na ferida.
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5. CONCLUSAO

Foi desenvolvida uma nova forma farmacéutica de fipronil sob a forma de
tabletes mastigaveis com adequadas caracteristicas de fisico-quimicas de variagdo de
peso, teor e uniformidade de doses unitérias, garantindo sua qualidade e seguranca para
administracdo pela via oral em cées.

O fipronil administrado pela via oral em dose Gnica em cées da raca beagle sob a
forma de tabletes mastigaveis atinge a circulacdo sisttmica com perfil de rapida
absorcdo atingindo Cméx de 3126,53 + 1269,47 ng/ml, em 2,22 + 0,94 (Tmax) apos
tratamento na dose de 6mg/kg.

A formulacdo de tabletes mastigaveis de fipronil 72 mg proporcionou eficacia
frente a larvas de C. hominivorax, obtendo eficacia de 97,76% na eliminacdo das larvas
apos 24h de tratamento e eficacia global de 100% em cées infestados naturalmente.
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