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RESUMO

O Brasil apresenta indices de desenvolvimento agricola acima da média mundial. Contudo, para
manter estas perspectivas e continuar impactando positivamente na balanca comercial do pais,
a cadeia do agronegdcio necessita de tecnologias de ponta, principalmente no que tange o
desenvolvimento de novos insumos veterinarios e a aplicacdo de novas tecnologias, as quais
propiciem produtos com maior qualidade, seguranca e eficicia, bem como, estejam em
consonancia com os atuais preceitos de SaGde Unica, que estabelecem o equilibrio entre
animais, humanos e o meio ambiente. Nesse cenario, € oportuno destacar, o uso da
biotecnologia, mais particularmente a nanotecnologia aliada ao desenvolvimento de novas
formulac@es cujas concentracdes de ativos possam ser menores gerando assim menos residuos
em alimentos, por exemplo, bem como a liberacdo destes ativos possa ser sustentada, garantindo
assim maior eficdcia nos tratamentos realizados, ja& que as formulagdes convencionais,
atualmente ndo apresentam a eficacia desejada, uma vez que 0s parasitos passaram por um
processo de adaptacdo e criaram resisténcia a maioria dos ectoparasiticidas de uso comercial.
Assim, o presente estudo desenvolveu um produto inovador a partir da associagdo de Amitraz
(amidinico) e Fipronil (fenilpirazol), em nanocapsulas poliméricas. Também realizou a
avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das formulacdes, tanto em formulacGes isoladas
(nanocépsulas somente com Amitraz e somente com Fipronil) e associadas (nanocapsulas com
Amitraz e Fipronil), através da avaliagdo do tamanho das nanoestruturas, bem como do
potencial Zeta e do indice de polidispersidade. Foi estabelecido um método espectroanalitico
para determinar as quantidades de ativos livres (aqueles que ndo foram incorporados as
nanocapsulas) e nanoencapsulados, por espectroscopia de absorcdo e emissao no UV-Visivel.
Para tanto foi descrito um protocolo para a determinacdo da curva de correlagdo entre 0 maximo
de emissdo de absorgéo e emissdo em funcédo de diferentes concentra¢des dos ativos. O método
foi determinado com um namero de repeti¢des (n) igual a 3 para ambos farmacos, sendo que
para Amitraz a linearidade apresentou-se na faixa de 0,005 a 0,01 mg.mL* e para Fipronil na
faixa de 0,008 a 0,05 mg.mLt. Além disto, foi desenvolvido um método por cromatografia
liquida de alta eficiéncia para a quantificacdo dos ativos nanoencapsulados. E por fim, para
evidenciar a efetividade da formulagéo associada foi realizado o teste de Biocarrapaticidograma
0 qual demonstrou um aumento na atividade dos ativos ap0s a nanoencapsulacdo em
concentragfes muito reduzidas.

Palavras-chave: Amitraz. Fipronil. Nanoestruturas. Espectroscopia de absorcao.
Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Biocarrapaticidograma. Nanocapsula Polimérica.



ABSTRACT

Brazil has agricultural development rates above the world average. However, in order to
maintain these perspectives and continue to positively impact the country's trade balance, the
agribusiness chain needs cutting-edge technologies, especially with regard to the development
of new veterinary inputs and the application of new technologies, which provide products with
greater quality, safety, and effectiveness, as well as, are in line with the current single health
precepts, which establish the balance between animals, humans and the environment. In this
scenario, it is appropriate to highlight, the use of biotechnology, more particularly
nanotechnology combined with the development of new formulations whose concentrations of
assets may be lower generating fewer residues in food, for example, as well as the release of
these assets can be sustained, thus ensuring greater efficacy in the treatments performed, since
conventional formulations, nowadays do not present desired efficacy, since parasites have
undergone an adaptation process and most ectoparasiticides have created resistance, such as
Amitraz and Fipronil. Thus, the present study developed an innovative product from the
association of Amitraz (amidine) and Fipronil (phenylpirazol), in nanocapsules. It also
evaluated the physicochemical stability of the formulations, both in isolated formulations
(nanocapsules only with Amitraz and only with Fipronil) and associated (nanocapsules with
Amitraz and Fipronil), by evaluating the size of nanostructures, as well as the zeta potential and
polydispersity index. A spectroanalytical method was established to determine the amounts of
free assets (those that were not incorporated into nanocapsules) and nanoencapsulated, by UV-
visible absorption and emission spectroscopy for this, a protocol was described for determining
the correlation curve between the maximum emission of absorption and emission due to
different concentrations of the assets. The method was determined with a number of repetitions
(n) equal to three for both drugs, and for Amitraz, linearity was presented in the range of 0.005
to 0.01 mg.mL* and for Fipronil in the range from 0.008 to 0.05 mg.mL. In addition, a method
was developed by liquid chromatography for the quantification of nanoencapsulation assets.
Finally, to demonstrate the effectiveness of the associated formulation, the
Biocarrapaticidogram test was performed, which demonstrated an increase in the activity of the
assets after the nanoencapsulation in very low concentrations.

Keywords: Amitraz. Fipronil. Nanostructures. Absorption  Spectroscopy. Liquid
Chromatography. Biocarrapaticidogram. Polymer Nanocapsules.
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1 INTRODUCAO

Agronegocio, por definicdo, é toda relacdo comercial e industrial que envolve, de
alguma forma, a cadeia produtiva agricola ou pecuaria, sendo compreendidos tanto os setores
de producdo como os de processamento do produto final (GUANZIROLI, 2006). Atualmente
o0 Brasil ocupa uma posicéo de destaque no agronegécio mundial, sendo considerado por muitos
como o celeiro do mundo (GASQUES; SILVA, 2009; CEPEA, 2019).

Os dados oficiais disponibilizados pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento, remetem ao agronegocio a movimentacdo de R$ 570,31 bilhGes em 2018 e R$
564,32 bilhGes em 2019, divididos entre: Agricultura: R$ 383,97 bilhdes em 2018 e R$ 372,07
bilhGes em 2019, ja a Pecuaria isoladamente gerou R$ 186,35 bilhdes em 2018 e R$ 192,24
bilhdes em 2019 (MAPA, 2019).

Esse bom desempenho da cadeia do agronegocio, vem se firmando ao longo dos Gltimos
20 anos. Com a mesma &rea plantada, a producédo de gréos passou de 51 milhdes de toneladas
na década de 80, para 100 milhdes de toneladas em meados do ano 2000 (GUANZIROLLI,
2006). Ja as estimativas da Companhia Nacional de Abastecimento indicam que os agricultores
brasileiros devem colher 241,3 milhdes de toneladas de grdos durante a safra 2018/2019
(CONAB, 2019).

A criacdo de bovinos tem posi¢do consolidada nesse cenario, € uma das principais
atividades do pais movimentando aproximadamente 2% a 4% do PIB (SCHLESINGER, 2010;
CEPEA, 2019). Dentre seus principais produtos, pode-se destacar o leite e a carne. O leite se
enquadra como dos produtos de origem animal mais impactantes e sinaliza para uma
performance competitiva também para o mercado internacional, movimentando cerca de R$ 32
bilhGes no ano de 2019 (MAPA, 2019), com 1,1 milhdo de produtores, sendo as regides sul e
sudeste as detentoras das maiores produgdes. Estudo recém divulgado pela Companhia
Nacional de Abastecimento (Conab) revelou que o pais € responsavel por cerca de 7% do leite
produzido no mundo e é o quinto maior produtor mundial (CONAB, 2019). Assim, Minas
Gerais é 0 maior estado produtor, com 27% da producéo nacional, seguido dos estados do Rio
Grande do Sul, Parand, Goias, Santa Catarina, Sdo Paulo e Bahia, todos com média anual
superior a um bilh&o de litros (CONAB, 2019).

A pecuéria de corte, tem sido 0 segmento que mais gerou numeros favoraveis para o
setor do agronegdcio. Entretanto, mesmo ocupando a segunda posi¢cdao mundial em quantidade

de animais, o rebanho bovino comercial Brasileiro é o maior, com cerca de 214,7 milhdes de
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cabegas (SCHLESINGER, 2010; ARAUJO et al., 2012; CUNHA, 2012; CONAB, 2019). Antes
de apresentar as projecdes de carnes, procura-se ilustrar a atual distribuicdo no Brasil do
rebanho bovino, no que se refere ao nimero de animais abatidos em 2018. Segundo a Conab
(2019), foram abatidas 31,9 milhdes de cabecas em todo o pais. O Mato Grosso (16,4%), Mato
Grosso do Sul (10,3%), Goias (10,1%), Sado Paulo (9,5%), Minas Gerais (8,8), Para (8,2),
Rondonia (7,6%) e Rio Grande do Sul (6,7%), lideram os abates, com 77,5% dos abates no
pais.

Contudo, para continuar competitiva nacional e internacionalmente, a pecuéria precisa
acompanhar os avangos tecnoldgicos disponiveis e investir de modo continuo em: nutricdo
animal, recursos genéticos, técnicas de manejo racional; manejo sanitario rigoroso e aplicacdo
das biotécnicas da reproducdo animal (OLIVEIRA et al., 2014; COSTA et al., 2016).

No sentido contrario, aos indices produtivos, os prejuizos decorrentes por falhas no
manejo sanitario dos rebanhos, destaca-se as parasitoses (JONSSON et al., 2010; MENDES,
2011) e a mastite bovina, como as enfermidades que mais oneram os produtores (CAZOTO et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2014).

No Brasil as perdas anuais decorrentes das enfermidades parasitarias foram estimadas
por Grisi et al. (2014) considerando os efeitos negativos do parasitismo sobre a produtividade
do gado em relacdo as perdas de rendimento em producédo de leite e ganho de peso, incluindo
0S seguintes parasitos: nematoides gastrointestinais - US$ 7,11 bilhGes; Rhipicephalus
(Boophilus) microplus - US$ 3,24 bilhGes; Haematobia irritans - US$ 2,56 bilhdes;
Dermatobia hominis - US$ 0,38 bilhGes, Cochliomyia hominivorax - US$ 0,34 bilhGes e
Stomoxys calcitrans US$ 0,34 bilhGes, totalizando cerca de US$ 13,96 bilhdes.

Nesse cenario, € oportuno destacar, o uso da nanotecnologia aliada ao desenvolvimento
de novas formulagcbes ectoparasiticidas, principalmente aquelas em que ha a associacdo de
ativos para que se possa manter o controle e tratamento das infestagdes por ectoparasitos de
ruminantes.

Assim, no presente trabalho foi desenvolvido uma formulacédo inovadora a partir da
associacao de Amitraz (amidinico) e Fipronil (fenilpirazol), em nanocépsulas, tendo em vista
que formulacdes isoladas dos farmacos ja ndo sdo tao eficiéncias, bem como quando colocadas
em uma mesma formulagédo a estabilidade ndo se mantém. Possibilitando assim subsidiar 0s
estudos pré-clinicos de desenvolvimento de um produto comercial, com tecnologia de ponta:

uso reduzido de ativo com liberagéo sustentada no sitio alvo.



16

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento e a obtencéo de nanoparticulas
poliméricas para encapsulacdo dos farmacos ectoparasiticidas Amitraz e Fipronil, as quais
foram utilizadas para o desenvolvimento de um produto inovador e eficaz no controle e combate

dos carrapatos.

2.2. Objetivos Especificos

Determinar o Tamanho de Particulas, indice de Polidispersidade e Potencial Zeta das
nanoestruturas.

Avaliar a Estabilidade Fisico-Quimica das Nanoestruturas com Amitraz e Fipronil;

Desenvolver Método Espectro Analitico para Quantificacdo dos Ativos Amitraz e
Fipronil associados as Nanoestruturas Poliméricas.

Desenvolver Método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para Quantificacdo
dos ativos Amitraz e Fipronil associados as Nanoestruturas Poliméricas.

Quantificar e dosar o teor de Encapsulacao dos Ativos nas Formulagdes Isoladas (apenas
com Amitraz e apenas com Fipronil), bem como mistas (associa¢do de Amitraz e Fipronil);

Realizar teste “in vitro” para sensibilidade e eficacia do produto teste frente carrapatos

(biocarrapatidograma).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Principais enfermidades parasitarias que acometem bovinos

As parasitoses dos animais determinam um significativo entrave para a pecuéria
nacional, causando redugédo na produtividade, mortalidade, aumento dos custos de producao,
além de gastos com as tentativas de controle (DOMINGUES, 2011, GRISI et al., 2014). O
berne (Dermatobia hominis), a mosca-do-chifre (Haematobia irritans) e o carrapato do boi
(Rhipicephalus (Boophilus) microplus) sdo considerados 0os mais importantes ectoparasitas da
pecudria bovina brasileira a serem combatidos (SILVA et al., 2010; DOMINGUES, 2011).

A Dermatobia hominis, popularmente conhecida como mosca do berne, € um dos
ectoparasitos mais problematicos para a bovinocultura nos paises da América Latina (CAMPOS
et al., 2017), responsavel por miiases furunculosas de bovinos e demais animais domésticos e
selvagens, inclusive o homem. Em bovinos, as perdas ocasionadas pelas larvas de Dermatobia
hominis sdo traduzidas pela diminuicao da producéo de leite e de carne e pelo baixo ganho de
peso. O couro sofre a desvalorizacdo comercial ou inadequacdo a industrializacdo, em
decorréncia da localizagéo das larvas na regido de maior valor industrial (PINTO et al., 2002).
Conforme Campos e colaboradores (2017) seu controle nos animais parasitados se da
unicamente atraves da aplicacdo de inseticidas.

Outro grande impacto negativo na economia das propriedades produtoras de bovinos é
a popular mosca-do-chifre (Haematobia irritans), que além de gerar um alto estresse ao animal,
reduz a producdo de leite e carne, como também pode ser transmissora do Carblnculo
Hematico, Leucose, Anaplasmose e do helminto Stephanofilaria sp (TOGNOLLI et al., 2009;
COSTA et al., 2016). O controle quimico ainda é a forma mais utilizada para controle desse
ectoparasita (COSTA et al., 2016), através do uso de inseticidas de diversos grupos quimicos,
aplicados sob a forma pour on, tépico local na forma de p6 e/ou emulsdes, banho de imerséo,
pulverizacgdo e aspersdo, oral (bolus) e injetavel (TOGNOLLLI et al., 2009).

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus, comumente chamado de carrapato do boi, é a
principal espécie de carrapato que compromete a salde e a produtividade dos bovinos no Brasil
(CID, 2012), tornando-se necessaria a adogdo de medidas de controle. Independente da raca, as
infestacOes por esse parasita sdo importantes ndo apenas devido a sua a¢do espoliativa ou toxica,
como também pela transmissdo dos agentes da “Tristeza Parasitaria Bovina” (GOMES et al.,

2011). Tais danos levam a prejuizos como diminui¢do do ganho de peso e consequente queda
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na producdo de carne e leite, mortalidade e reducdo da qualidade do couro. Os produtos
carrapaticidas aplicados por meio de pulverizacdo, imersdo, pour on ou injetavel constituem a
principal opcdo no combate ao carrapato (CID, 2012).

A mosca da bicheira (Cochliomyia hominivorax) causadora de miiase principalmente
em bovinos, caprinos, ovinos, suinos e outros animais também é um importante ectoparasito
patogénico encontrado no Brasil. Sua importancia na pecuaria de leite e de corte esta
relacionada em acarretar prejuizos a bovinocultura, principalmente como agente nas miiases
umbilicais dos bezerros recém-nascidos, bem como menor rendimento de carcaca,
desvalorizacdo comercial do couro bovino, diminuicdo na producdo de leite e nos indices de
fertilidade, reducdo na taxa de conversdo alimentar e ganho de peso, podendo levar a morte
(MORAIS et al., 2003; TEIXEIRA, 2013). Teixeira (2013) descreve, que tanto na pecuaria
como na agricultura, o uso de inseticidas é a estratégia convencional no controle da populacéo

de tal ectoparasito.

3.2 Farmacos Antiparasitarios

Os métodos quimicos, baseados prioritariamente na aplicacdo de ectoparasiticidas
comerciais (piretrdides, organofosforados, formamidinas, reguladores de crescimento de
insetos, fenilpirazol e lactonas macrociclicas), biolégicos e de manejo tém sido utilizados como
forma de controle dessas parasitoses (SILVA et al., 2010; DOMINGUES, 2011). No entanto,
no Brasil, 0 uso de inseticidas cresceu de maneira expressiva nos Gltimos anos, tornando o pais
um dos lideres mundiais no consumo dessas sustancias (CUNHA, 2014), também conhecidos
como Farmacos Antiparasitarios. O presente estudo, revisou de maneira pontual o Amitraz e o

Fipronil, visto que, sdo os ativos presentes na formulacdo em teste.

3.3 Amitraz

O Amitraz é uma substancia proveniente da familia das amidinas, tem acédo acaricida e
inseticida e é bastante utilizado na agropecuéria, desde 1975, como um agente antiparasitario,
no controle e combate do carrapato B. microplus. Embora ainda seja bastante empregado,
atualmente esta molécula ja ndo é tdo efetiva, tendo em vista que os parasitos adquiriram
resisténcia (BARRETO et al.,, 2017). O ativo é utilizado em formulagdes farmacéutico-

veterinarios em concentragfes maiores do que aquelas inicialmente usadas, afim de que se possa
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obter éxito na utilizacdo do mesmo. A molécula atua inibindo a enzima monoaminoxidase,
causando uma paralisia no parasito em questéo, o qual se solta do hospedeiro (DEL PINO et
al., 2015).

Estrutura quimica (Figura 1) e principais caracteristicas fisico-quimicas do Amitraz,
PUBCHEN (2019):

Figura 1 - Estrutura quimica do farmaco Amitraz e suas principais propriedades fisico-quimicas.

HaC N=CH—N—CH=N CH3
CHs3
CHs CH,
J Nomenclatura quimica: N-metilis (2,4-xililiminometil) amina

. Massa Molar: 293,33 g.mol™

o Forma Fisica: sélido ndo cristalino

o Ponto de Fuséo: 85°C

. Solubilidade em Agua: 3 mg.mL* a 30°C

o Solubilidade em outros solventes: acetona, tolueno e xileno

o Degradacéo: sofre rapida degradacdo em solos contendo oxigénio (meia-vida de
20 minutos a 1 dia).

. CAS: 33089-61-1
Fonte: PUBCHEN (2019).

Segundo a EPA (Enviromental Protection Agency) o Amitraz é classificado como classe
Il — levemente toxico, se ingerido oralmente apresenta uma dose letal mediana LD50 (dose
letal para 50% da populagio teste) de 523 a 800 mg.kg* em ratos e acima de 1.600 mg.kg™ em
camundongos. Ja a exposicdo dérmica necessita de uma LD50 maior que 1.600 mg.kg™? em
ratos e mais que 200 mg.kg? em coelhos. A inalagdo do amitraz durante 6 horas por ratos,
determinou que a concentracdo letal LC50 (concentracdo do ativo no ar ou liquido que leva
metade da populagio teste & morte) é de 65 mg.L™. IrritacOes e sensibilizacdo da derme ndo sdo
observadas. Ratos machos e fémeas tratados com 440 mg.kg™ e 365 mg.kg™ respectivamente
mostraram sinais de intoxicacdo aguda como frieza ao toque, reducéo da atividade espontanea,
agressividade e sinais de debilitacdo geral (DEL PINO et al., 2015).
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E oportuno destacar que os produtos veterinarios estdo passando por importantes
mudancas em seu processo de farmacovigilancia e regulamentacdo junto aos 6rgaos oficiais
como MAPA e ANVISA, especialmente, no que se refere aos impactos dos residuos tanto nas
matrizes de origem animal, quanto, nos impactos diretos em salde publica. Assim em recente
reunido do setor, em consonancia com o Codex Alimentarius estabeleceu-se como Limite
Maximo de Residuos (LMRs) para o ativo amitraz os seguintes valores: para as matrizes figado,
rim e gordura 200 pg.Kg?, enquanto para o leite 10 pg.L™ . Ainda ficou estabelecido que a
Ingestdo Maxima Diaria (IDA) para humanos deste ativo deve ficar entre 0 e 10 pg.Kg*
(CODEX, 2018).

3.4 Fipronil

O Fipronil € uma molécula de amplo espectro de acdo, pertencente a classe dos
fenilpirazdis. Ele é o primeiro praguicida com mecanismo de acéo atuante especificadamente
no Sistema Nervoso Central do inseto através do bloqueio dos canais de cloreto regulados pelos
receptores do acido gama aminobutirico (GABA), resultando em paralisia, convulsfes e morte
dos parasitos (BARROS et al., 2012).

Embora o GABA seja importante na transmissdo nervosa em animais vertebrados e
invertebrados, e o Fipronil se ligue ao receptor GABA em vertebrados, a ligacao € menos rigida
do que nos invertebrados, fato que oferece um grau de seletividade maior para os receptores em
invertebrados em relacdo aos vertebrados (TINGLE et al., 2003).

O Fipronil tem uma ampla margem de seguranca (DL50 cutédnea em ratos = 2000 mg.
Kg?) e, portanto, é considerado como uma toxicidade mais baixa quando é utilizado em
aplicacdes veterinarias até cinco vezes a dose maxima em cées e gatos, no entanto, houve casos
de irritacdo leve na pele e dos olhos apos exposicéo a droga (VERGARA,; DIB, 2015), porem
esta irritacdo pode desaparecer em até 24 horas apés a aplicacdo (JACKSON et al., 2009).

E relevante frisar que os produtos veterinarios estdo passando por significativas
mudancgas em seu processo de regulamentacdo junto aos 6rgdos oficiais como MAPA e
ANVISA. Assim em recente reunido do setor, em consonancia com o Codex Alimentarius
estabeleceu-se como Limite Maximo de Residuos (LMRs) para o ativo fipronil os seguintes
valores: para as matrizes figado, rim, gordura 10 pg.Kg™? e para o leite 10 pg.L™. Ainda ficou
estabelecido que a Ingestdo Maxima Diéria (IDA) para humanos deste ativo deve ficar entre 0

e 10 pg.Kg? pelos proximos 2 anos (Comunicagdo Pessoal, ANVISA, 2019).
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Este farmaco é considerado um antiparasitario relativamente seguro aos animais que
recebem o produto, na administracdo topica. Ela produz toxicidade em artrépodes e mamiferos
pelo mesmo mecanismo, no entanto, como a acdo sobre o receptor é seletiva, esta toxicidade €
muito mais grave em artrépodes do que em mamiferos (VERGARA; DIB, 2015). Nenhum
efeito nocivo do uso do Fipronil foi registrado a partir do uso generalizado em animais
domeésticos e animais de estimacdo (TINGLE et. al, 2003; PAIN et al., 2011).

Esta molécula, nos ultimos anos, vem sendo empregada em formulacdes farmacéutico-
veterinarias, para aplicacdo em bovinos, dada sua acdo ndo somente no combate a carrapatos
do género Boophilus microplus, larvas de Dermatobia hominis, Haematobia irritans e larvas
de Cochliomyia hominivorax. O Fipronil danifica o sistema nervoso central levando o parasito
a morte (PAIN et al., 2011).

Estrutura quimica (Figura 2) e principais caracteristicas fisico-quimicas do Fipronil,
conforme descrito por PUBCHEN (2019):

Figura 2 - Estrutura quimica do farmaco Fipronil e suas principais propriedades fisico-quimicas.

Cl
N CN

’ e

F.C N Lo
S

\

Cl NH, CF3

o Nomenclatura quimica: (RS)-5-amino-1-(2,6-dicloro-a,a,a-trifluoro-p-tolil)-4-
trifluoro meti-Isulfinilpirazola-3- carbonitrila.

. Massa Molar: 437,15 g.mol*!

. Forma fisica: po

o Ponto de fusdo: 200,5°C

o Solubilidade em agua: 0,02 g em 100 mL de 4gua

o Solubilidade em outros solventes: 0,5 g em 100 mL de acetona

J Classe toxicologica: 11

° CAS: 120068-37-3
Fonte: PUBCHEN (2019).
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3.5 Nanotecnologia

A Nanotecnologia é definida como o ramo da ciéncia e engenharia envolvida no design,
sintese, caracterizacdo e aplicacdo de materiais e dispositivos em cuja menor organizacao
funcional, em pelo menos uma dimensdo, situa-se em escala nanométrica (SAHOO; MISRA,;
PARVEEN, 2017; CANCINO et a., 2014). Contempla, portanto, a aplicacdo de técnicas
inovadoras, a partir das quais ha a possibilidade de se manipular estruturas muito pequenas
tendo como resultado a criagéo de estruturas funcionais, as quais ndo poderiam ser obtidas
através da utilizagdo de tecnologias convencionais (CANCINO et al., 2014).

Atualmente a Nanotecnologia tem importancia surpreendente que ha alguns anos nao se
esperava, haja visto os grandes beneficios que pode proporcionar bem como a multiplicidade
de areas que pode atuar (DURAN; MARCATO; TEIXEIRA, 2011).

Neste contexto, a Nanotecnologia situa-se dentre as principais atividades dos setores de
Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo, sendo que o investimento anual de paises mais
desenvolvidos nesta area € da cifra de bilhdes de dolares. Além disto, paises como China, Brasil
e Rassia tem investido significativamente neste setor nos ltimos anos (ROSSI - BERGMANN,
2008; CANCINO et al., 2014).

3.5.1 Nanoestruturas

Os lipossomas sdo, dentre os nanocarreadores de moléculas ativas, 0s que vém sendo
estudados ha mais tempo e, em seguida, foram desenvolvidos os nanocarreadores poliméricos
e nanoparticulas lipidicas sélidas entre outros (CANCINO et al., 2014). Algumas das
nanoestruturas mais utilizadas na liberagdo sustentada de farmacos e principios ativos sao

citadas abaixo:

3.5.2 Lipossomas/Micelas

Sdo dispersbes coloidais que apresentam de 5 — 100 nm formadas por moléculas
anfifilicas como detergentes, lipideos ou co-polimeros, possuindo uma ou mais camada dessas
moléculas com nucleo lipofilico e casca hidrofilica. Diante disto, as moléculas a serem
encapsuladas podem ser tanto lipofilicas, como hidrofilicas (Figura 3). Apresentam boa

absorcdo a derme, pois sdo utilizados triglicerideos e fosfolipidios na manufatura dos mesmaos,
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facilitando assim seu uso tépico. Infelizmente estes sistemas ndo apresentam boa estabilidade
pois, durante a estocagem agregam-se facilmente, além de possuirem baixa resisténcia
mecanica e baixa eficiéncia de encapsulamento (CASANOVA; SANTOS, 2016).

Figura 3 - 1) Estrutura dos lipossomos constituidos por fosfolipideos. 2) Bicamadas lipidicas. 3)
Lipossomos com modificagdes na superficie (peguilados, com carga e com anticorpos) 4) Tipos de
lipossomos de acordo com o numero de camadas
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Fonte: Apolinéario et al., 2017.

3.5.3 Nanoemulsoes

Apresentam tamanho de particulas variavel de 20 — 200 nm. Sdo emulsdes constituidas
de pequenas goticulas de agua em 6leo ou Gleo em agua, as quais sdo estabilizadas por
tensoativos e polimeros (Figura 4), sdo bem aceitas pela maioria dos pesquisadores para a
realizacdo de estudos (MCCLEMENTS, 2012). Sdo sistemas translicidos que podem
incorporar tanto ativo lipofilico quanto hidrofilico.

Por ser altamente biocompativel (HE, 2011), pode ser utilizado em varias areas como a
farmacéutica, médica, estética, alimenticia e agroquimica (MCCLEMENTS, 2012). No entanto,
sua estabilidade ainda é um grande desafio j& que pode variar de algumas horas até anos,
dependendo da composicdo utilizada, além do tempo de liberacdo do ativo ser bem curto

(DELMAS, 2011).
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Figura 4 - Desenho esquematico dos sistemas nanoestruturados: (a) nanolipossoma; (b) nanoemulséo;
(c) nanoparticula lipidica solida; (d) carreador lipidico nanoestruturado; (e) nanocéapsula e; (f)
nanoesfera.

Fonte: Pohlmann et al., 2015.

3.5.4 Nanoparticulas Lipidicas

Sdo particulas compostas por lipidios e tensoativos e podem ser classificadas em virtude
de sua estrutura matricial e do estado fisico dos componentes na formulagdo, sendo:
nanoparticulas lipidicas solidas, carreador lipidico nanoestruturado e conjugado farmaco-
lipidico (Figura 5). A opcéo de escolha dentre uma dessas estruturas é influenciada tanto no que
se refere a eficiéncia de controle de liberagdo, bem como na diversidade de ativos que podem
ser encapsulados (FANG; AL-SUWAYEH; FANG, 2013). As nanoparticulas de conjugado
farmaco-lipidico apresentam maior eficiéncia no armazenamento de ativos hidrofilicos em
detrimento das demais estruturas podendo incorporar mais tais ativos. As nanoparticulas de
conjugado farmaco-lipidico podem ser obtidas de duas formas diferentes: pela dissolucdo do
ativo e um lipideo em solvente, seguida de evaporacdo do mesmo ou pela ligacdo covalente
entre ativo e acidos graxos formando conjugados, em geral é alcancado até 33% de eficiéncia
na encapsulamento de ativos hidrofilicos (MARCATO, 2009).

Ainda que apresentem uma eficiéncia pequena comparada a outros sistemas como
nanoparticulas poliméricas, ainda assim ha o interesse na utilizacdo de nanoparticulas lipidicas
em virtude de sua baixa toxicidade, de 10 a 100 vezes menor que as proprias nanoparticulas

poliméricas. Além disto, ha uma facilidade no escalonamento, bem como uma boa estabilidade
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de estocagem. Pode-se citar como exemplos de ativos encapsulados em nanoparticulas lipidicas
o retinol, a vitamina E e a coenzima Q10 (MULLER, 2007).

Figura 5 - Desenho esquematico dos sistemas de nanoparticulas lipidicas: (a) nanolipossoma; (b)
nanoemulséo; (c) nanoparticula lipidica sélida; (d) carreador lipidico nanoestruturado; (e) nanocapsula
e; (f) nanoesfera.

Fonte: Pohlmann et al., 2015.

3.5.5 Dendrimeros

Apresentam tamanho de particula que varia entre 1 — 100 nm. Possuem peso molecular
bem definido e sdo altamente ramificados, sendo considerados intermediarios entre moléculas
convencionais e polimeros. Sua estrutura tem como base em uma conformagé&o tridimensional
com multiplas ramificacGes com o nicleo geralmente composto por uma porcéo lipofilica e seu
exterior por grupos hidrofilicos (HUYNH et al., 2012).

Apresentam-se como nanoparticulas promissoras devido ao seu alto controle na forma
e tamanho, podendo também mimetizar algumas biomoléculas, o que confere uma
compatibilidade bioldgica adequada, apesar da complexidade da sua sintese (CANCINO et al.,
2014).
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Figura 6 - Estratégias potenciais para interagdes entre dendrimeros e moléculas de farmacos

Fonte: Cheng et al., 2008.

3.5.6 Nanotubos/Fulerenos

Podem apresentar-se de duas formas sendo uma estrutura cilindrica aberta, nanotubo
propriamente dito, ou fechada como é o caso dos fulerenos (Figura 7). Os nanotubos podem
apresentar-se com parede Unica ou com multiparedes e podem ser utilizados em diversas areas
devido as suas propriedades térmicas, mecanicas, semi-condutoras e elétricas (CANCINO et
al., 2014).

O transporte dos ativos pode ser externo ou interno: externo por meio de funcionalizagéo
do nanotubo como foi feito no caso da anfotericina B, ou interna, na qual dependendo da
estrutura utilizada teremos uma liberacdo sustentada e controlada em funcdo do tempo (CHEN
etal., 2011).
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Figura 7 - Formas alotrdpicas do carbono: (a) grafite, (b) diamante, (c) fulereno e (d) nanotubos de
carbono.

Fonte: Fagan, et al. (2006).

3.5.7 Oxidos nanoestruturados

S&o o oxido de zinco (ZnO), dioxido de titanio (TiO,), oxidos de ferro (FeOs e FeO),
dioxido de silicio (SiO;), podem ser nanoestruturados e algumas argilas, 0s quais sdo também
conhecidos como nanoparticulas ceramicas (Figura 8). Podem ser obtidos de diversas formas,
tamanhos e porosidades. Por apresentarem alta area superficial e uniformidade dos poros e
nanoparticulas, a utilizacdo destes tipos de materiais vem sendo ampliada. Ha varios trabalhos
interessante com estas nanoestruturas, dentre os quais podem ser citados o uso de TiO, e SiO,
para carrear moléculas com caracteristicas lipofilicas tais como o carvedilol (JIANG et al.,
2012) e o telmisartan (ZHANG et al., 2010), respectivamente.

No caso do carvedilol a capacidade de encapsulamento ficou acima de 20%
massa/massa (m/m) (JIANG et al., 2012). J& no caso do telmisartan a capacidade foi de 60%
m/m (ZHANG et al., 2010). Para as argilas ha o destaque para o uso das montmorilonita, por

apresentarem capacidades detoxificadora e mucoadesiva muito boas.
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Figura 8 - Microscopia eletronica de 6xido de zinco nanoestruturado.

Fonte: Koplin et al. (2006).

3.5.8 Nanoparticulas Poliméricas

Sédo representadas pelas nanocéapsulas e nanoesferas e apresentam tamanho de particula
variando de 10 — 300 nm. Por apresentarem baixa toxicidade devido ao uso de polimeros
biodegradaveis, boa reprodutibilidade (Figura 9), e alta capacidade de encapsulamento de
compostos lipofilicos, hd bastante interesse na utilizacdo destes sistemas (CAI; XU, 2011;
PLAPIED et al., 2011). As nanocépsulas tem estrutura constituida por uma membrana
polimérica e um ndcleo oleoso em que o farmaco pode ficar retido tanto na camada mais externa
como no nacleo (SCHAFFAZICK et al., 2005). O diazepam apresenta-se com mais de 80% de
eficiéncia de encapsulamento (KREUTER, 2014) e a dexametasona com valores entre 80 e 90%
(FRIEDRICH et al., 2008). A eficiéncia de encapsulamento é dada pela porcentagem de ativo
utilizado na sintese que realmente foi encapsulado (CANCINO et al., 2014).

Ja as nanoesferas, apresentam um nucleo sélido composto pela matriz polimérica
utilizada. Os polimeros mais utilizados sdo o poliacido latico (PLA), poli(L-acido lactico-co-
acido glicdlico) (PLGA), poli(cianoacrilatos) (PCA), poli(vinilalcool) (PVA) e poli-g-
caprolactona (PCL) (PLAPIED et al., 2011; SOLARO; CHIELLINI; BATTISTI, 2010).

O processo de sintese das nanoparticulas poliméricas sélidas é amplo e pode ser dividido
em dois grupos principais: polimerizacdo in-situ, na qual s@o usados monémeros do polimero
e o uso das cadeias poliméricas prontas, quando os polimeros sdo “precipitados” na solugao
formando as nanoparticulas (PINTO REIS et al., 2006; RAO; GECKELER, 2011). Tanto as
nanocapsulas quanto as nanoesferas possuem um alto valor de eficiéncia de encapsulamento de

ativos lipofilicos, dentre os exemplos o tyrphostin AG 1295 apresentou uma eficiéncia de 70%
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(CHORNY et al., 2002) assim como também a dexametasona com 70% (LO; VAN TASSEL;
SALTZMAN, 2010).

Dentre as diferentes nanoestruturas citadas acima, as nanoparticulas poliméricas séo
consideradas como uma promissora estratégia nanotecnoldgica, em virtude de seus processos
de producéo simplificados, repetibilidade das nanoparticulas, controle das propriedades fisico-
quimicas, baixo custo de producdo, alta estabilidade, bom poder de retencdo e uma grande
variedade de possibilidade de polimeros biodegradaveis a serem usados, ja tendo o seu
conhecimento muito bem fundamentado (VRIGNAUD; BENOIT; SAULNIER , 2011).

Diante de uma quantidade tdo grande de sistemas para a liberacdo de moléculas ativas,
bem como de ativos farmacéuticos disponiveis, aliado ao interesse de muitos paises e empresas,
0S quais investem na pesquisa em nanotecnologia uma imensa quantidade de recursos é
inevitavel a disponibilidade de inimeros produtos que contenham sistemas de liberacdo
sustentada nanotecnoldgicos (CAI; XU, 2011).

No entanto, muitos produtos patenteados ainda ndo foram colocados no mercado ja que
0s sistemas carreadores estdo sempre ligados a farmacos ou moléculas ativas, as quais precisam
de aprovacGes de 6rgdos competentes como ANVISA, FDA, EMA (Agéncia Européia de

Medicamentos) entre outras e inimeros testes clinicos.

Figura 9 - Estrutura das nanoparticulas poliméricas: nanocapsulas e nanoesferas.

Nanoparticulas
Compostos
-

NANOCAPSULAS NANOESFERAS

Ativos ‘ Ativos aderidos Ativos Ativos aderidos

inclusos | a superficie indusos a superficie

Fonte: Ferreira et al. (2011).



30

3.6 Aplicagdes

3.6.1 Nanotecnologia Farmacéutica

A nanotecnologia farmacéutica é a area das Ciéncias Farmacéuticas envolvida no
desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo de sistemas terapéuticos em escala nanométrica
ou micrometrica (RILLO SATO, 2015, CANCINO et al., 2014).

O grande incentivador para o desenvolvimento de metodologias que se utilizem da
nanotecnologia é a possibilidade de produzir moléculas inovadoras, diferentes e com
propriedades fisicas e quimicas incomuns (ROSSI — BERGMANN, 2008, CANCINO et al.,
2014). Este desenvolvimento tem demonstrado uma grande possibilidade de aplicacGes
nanotecnoldgicas multidisciplinares com o objetivo de se obter terapias mais seguras, eficazes,
menos invasivas e menos toxicas, sejam elas para uso humano ou veterinario.

Dentro da &rea farmacéutica muitos nanomateriais foram desenvolvidos, dentre eles 0s
de liberagdo sustentada chamados como “Drug Delivery Systems”. Trata-se de farmacos de
liberacdo sustentada, os quais quando comparados a outros de dosagem convencionais podem
oferecer diversas vantagens (RILLO SATO, 2015).

Dentre elas a protecdo do farmaco contra possiveis instabilidades, manutengdo dos
niveis plasmaticos, liberacdo controlada do farmaco, aumento da eficacia, reducdo de
toxicidade, diminuicdo da instabilidade ou decomposicao de farmacos sensiveis, possibilidade
de direcionamento da molécula ao sitio alvo, diminuicao das doses terapéuticas e do nimero de
aplicacbes e incorporacdo de moléculas lipofilicas ou hidrofilicas no dispositivo
nanotecnoldgico, dentre outras (RILLO SATO, 2015).

Ainda que o numero de vantagens seja significativo, algumas desvantagens podem
ocorrer, como por exemplo: possivel toxicidade, incompatibilidade com os materiais utilizados
e elevado custo de obtencéo dos dispositivos comparados com as formulagdes convencionais
(RAMOS; PASA, 2008).

Muitas sdo as possibilidades de aplicacdo de nanoestruturas em terapias e combate a
patologias, como por exemplo na area biomédica em que nanoparticulas magnéticas tem
possibilitado o desenvolvimento de técnicas para o diagnéstico e tratamento de cancer
(FALLEIROS, et al., 2010). Por outro lado, na area veterinaria, alguns trabalhos vém sendo

desenvolvidos no intuito de se obter novas formas de combate a dor (DOLFINI, et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Foram utilizados: balbes volumétricos de 10 mL, tubo do tipo Falcon, agitador
eletromagnético, barras magnéticas para agitacdo, proveta de 50 mL, pipeta Pasteur, jaqueta de
vidro para tubo do tipo Falcon, reator camisado para fase liquida, bales de fundo redondo,
conectores de vidro para rotaevaporacao, ponteiras para micropipetador de 1 mL e 5 mL e
micropipetadores de 1000 uL e 5000 pL.

Todos os solventes utilizados possuiam alto grau de pureza analitica e os reagentes
empregados ndo passaram por quaisquer tipos de tratamento prévio ou modificacdo quimica.

Para o preparo de todas as formulac@es foi utilizada agua ultrapura obtida pelo sistema
Milli-Q®. Foram utilizados também os seguintes reagentes quimicos: Kolliphor P188 (Sigma-
Aldrich), tensoativo; Lipoid S100 (Ludwigshafen, Alemanha), fosfatidilcolina para producéo
das micelas; PGLA 50:50 (Sigma-Aldrich), copolimero utilizado na formacdo das
nanoparticulas, acetona (Honeywell), 6leo de soja (GAT).

Os ativos farmacéuticos utilizados foram:

. Amitraz: RELYBO PHARMACHEMICAL COMPANY LIMITED 100,0 %

. Fipronil: IPROCHEM COMPANY LIMITED 100,0 %

4.2 Equipamentos

Para a producdo das nanocéapsulas foi utilizado o rotaevaporador (BUCHI Rotavapor R-
124 — Diaphragm Vaccum PL, modelo LGI-DVP-1 — BUCHI Waterbath B-481 — Banho
Ultratermostatico SL 152 - SOLAB), alocado no Departamento de Bioprocessos e
Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP.

Além disso, para a analise das caracteristicas das nanocépsulas produzidas, tais como:
tamanho (nm), indice de polidisperséo e potencial Zeta foi utilizado o equipamento Zetasizer®
modelo Nano ZS90, Malvern, UK do Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de Quimica
da UNESP de Araraquara.

Para a determinacéo dos espectros de absorcao foi utilizado o espectrofotdmetro UV/Vis
de feixe duplo Genesys 10s Thermo Scientific, EUA) também alocado no Departamento de

Bioprocessos e Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara- UNESP.,
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Por fim, para o desenvolvimento do método analitico por cromatografia liquida de Alta
eficiéncia, foi utilizado o sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
Shimadzu®, modelo Prominence-i LC- 2030 Plus, conectado a detector de arranjo de diodos
228-65802-58 e injetor automatico, controlado pelo Software Lab Solution Multi- PDA e
microcentrifuga modelo Heraecus ™ Fresco™ 17 — Thermo Fischer Scientific, ambos da
empresa NOXON DO BRASIL QUIMICA E FARMACEUTICA LTDA.

4.3 Métodos

4.3.1 Método para obtencao das nanocapsulas poliméricas de PLGA contendo os ativos

Amitraz e Fipronil

Os nanomateriais poliméricos foram preparados conforme o método de deposicao
interfacial de pré-polimero (Siqueira-Moura et. Al, 2013). Como principios ativos foram
utilizados os farmacos Amitraz e Fipronil de alta pureza. Para obtencdo da melhor composicéao
polimérica dos nanomateriais, foram realizados estudos de pré-formulacdo para escolha da
disperséo coloidal mais estavel, sendo esta utilizada na realizacdo dos demais experimentos.

A vidraria limpa. A formulacéo foi preparada com controle de temperatura a 40 °C, para
isso foi preciso montar um sistema utilizando banho de aquecimento, sistemas camisados
especificos (jaqueta para tubo do tipo Falcon FP50 de fundo cdnico e reatores camisados ~150
ml) para tal funcéo e bases de agitacdo magnética.

O preparo da fase organica deu-se da seguinte maneira: dissolveu-se 0,075g de PLGA
(50:50) em 5,0 mL de acetona em um baldo volumétrico de 10 mL, sob agitacdo magnética
moderada (velocidade de 250 rpm ou velocidade 5). Em um tudo Falcon de 50 mL inserido em
uma jaqueta termostatizada com banho a 40°C dissolveu-se 0,175g de Lipoid S100
(fosfatidilcolina) em 9,0 mL de acetona sob agitacdo magnética moderada (com velocidade de
250 rpm). Apds completa solubiliza¢do do Lipoid S100 adicionou-se o ativo na concentracgéo
indicada (previamente solubilizado em 1,0 mL de acetona) sob agitacdo e banho 40°C apoés a
dissolugéo adicionou-se 250 uL de 6leo de soja.

Em seguida, foi adicionado ao Falcon o PLGA (50:50) ja dissolvido como descrito
anteriormente (0,075 g em 5,0 mL de acetona). Aguardou-se a homogeneizagéo por 20 minutos,

mantendo-se as condic¢des de agitacdo (250 rpm) e temperatura (40°C).
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Para o preparo da fase aquosa, dissolveu-se 0,125 g de Kolliphor 188 em 30 mL de agua
ultrapura sob agitacdo magnética moderada a 250 rpm, diretamente no reator termostatizado a
40°C.

Apdbs completa dissolucdo, adicionou-se sob gotejamento lento, com auxilio de pipeta
de Pasteur, toda fase organica sobre a aquosa (1 gota por segundo, aproximadamente).
Aguardou-se 20 minutos para fase de homogeneizacdo, mantendo condicGes de temperatura e
agitacdo anteriormente citadas. O produto final foi transferido para um baldo de fundo redondo,
o qual foi levado imediatamente para extracdo do solvente organico pelo processo de
rotaevaporacao.

Com o auxilio de um evaporador rotativo acoplado a um banho a 54 °C e rotacao de 50
a 125 rpm, evaporou-se primeiramente a acetona e logo ap0s a agua residual, obtendo-se um
volume final de 10 mL de formulagéo.

O armazenamento das formulacGes ocorreu em temperatura ambiente e em refrigerador
(4-7°C) em frascos isolados de luz e fechados hermeticamente. As analises foram realizadas de
maneira periodica afim de se determinar e avaliar suas propriedades fisico-quimicas, como

tamanho de particula, potencial Zeta, e indice de polidispersao (PDI).

Figura 10 — Esquema representativo das etapas de sintese das nanocapsulas de PLGA contendo os ativos
Fipronil e/ou Amitraz.
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Fonte: Amantino, (2019).

4.3.2 Espectroscopia de Absorcdo no UV-Visivel para o Amitraz e Fipronil Livres e

Nanoencapsulados

Os espectros de absorcdo de Amitraz e Fipronil em meio homogéneo de acetonitrila

foram obtidos como parte da caracterizacdo espectroscopica. Os espectros foram obtidos
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utilizando-se cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho éptico e para as analises de absorcao
foi utilizado o espectrofotometro UV/Vis de feixe duplo Genesys 10s da Thermo Scientific. O
solvente utilizando foi acetonitrila e 0s comprimentos de onda para Amitraz e Fipronil foram

obtidos na regido de 200 a 800 nm.

4.3.3 Desenvolvimento de Método Espectro Analitico para Quantificacdo dos Ativos
Amitraz e Fipronil Isolados e Associados as Nanoparticulas

A linearidade € a capacidade do método de apresentar resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito presente na amostra.

Dessa forma as andlises de regressao linear foram realizadas construindo um gréfico
densidade optica versus concentragdo do Amitraz e Fipronil em mg.mL™ para a curva por
espectroscopia de absorcéo no UV-visivel.

Para obtencdo da curva, foi preparada inicialmente uma solucdo estoque a partir de
0,005 g de Fipronil e de Amitraz, ambas em 10 mL de acetonitrila (ACN). Para o preparo das
solucBes de diferentes concentragdes foi utilizado o método de diluicBes sucessivas,
utilizando-se de cubeta de quartzo com 1,0 cm caminho o6ptico, contendo 2,0 mL de ACN,
adicionando-se fragOes da solucdo estoque empregando-se uma micropipeta (Eppenforf) de
10 uL para obter as concentragdes desejadas para o ativo Amitraz (0,20 a 0,70 mg.mL™) e para
o ativo Fipronil (0,02 a 0,08 mg.mL™?)

Para estabelecer as linearidades dos métodos propostos foram construidas trés curvas de
calibracdo em seis niveis diferentes de concentracgdes, variando de 10 a 20 pL para Amitraz e
2 a 20 pL para Fipronil.

A analise estatistica de regressao ou ajuste por minimos quadrados foi feita para todos

0s dados obtidos em triplicata (n = 3).

4.3.4 Determinacdo do Tamanho de Particulas, Indice de Polidispersidade e Potencial
Zeta

Para caracterizacdo fisico-quimica, foram avaliados o tamanho de particula (didmetro
hidrodinamico) e o potencial Zeta (mV) das nanocapsulas sem ativos (vazias) e na presenca dos
principios ativos em formulacdo isolada e mista (Amitraz e Fipronil). Para a realizagdo das

analises foi utilizado o analisador Zetasizer. As amostras (n=3) foram preparadas diluindo 20
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uL de formulagdo em 2 mL de dgua ultrapura diretamente em uma cubeta de poliestireno com
1,0 cm de caminho dptico. Para determinacdo do potencial Zeta foi utilizada uma célula

eletrolitica especifica modelo DTS1070 (Malvern Instruments).

4.3.5 Avaliacdo da Estabilidade Fisico-Quimica das Nanoestruturas com Amitraz e

Fipronil

A estabilidade fisico-quimica da formulacdo foi avaliada periodicamente, através das
avaliacdes da manutencéo do tamanho de particula, indice de polidisperséo e do potencial Zeta
das nanocépsulas por um periodo minimo de 90 dias, em armazenamento na temperatura de
4 — 7 °C. Para a amostras a temperatura ndo foram realizadas analises tendo em vista que as

mesmas ndo apresentaram estabilidade na primeira semana ap6s formuladas.

4.3.6 Analise fisico-quimica para identificacdo e quantificacdo dos ativos Amitraz e
Fipronil livres (ndo encapsulados) e encapsulados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-DAD)

Para a identificacdo e quantificacdo do método analitico (desenvolvido no Laboratorio
de Controle de Qualidade da Noxon do Brasil Quimica e Farmacéutica Ltda) a curva analitica
foi construida através do preparo dos seguintes padrdes:

. Solucéo estogue de Fipronil - SM1 (1,25 mg.mL* de Fipronil)

Para um bal&o de 10 mL, foi transferido 12,5 mg do padrao de Fipronil e adicionou-se
5,0 mL de DMSO. Homogeneizou-se com o auxilio de um banho de ultrassom por 10 minutos
ou até completa solubilizacdo. Apds a amostra atingir a temperatura ambiente, foi completado
0 volume do baldo volumétrico com o0 mesmo solvente organico.

. Solucdo estoque de Amitraz — SM2 (1,25 mg.mL! de Amitraz)

Para um bal&o de 10 mL, foi transferido 12,5 mg do padrdo de Amitraz e adicionou-se
5,0 mL de DMSO. Homogeneizou-se com o auxilio de um banho de ultrassom por 10 minutos
ou até completa solubilizacdo. Apos a amostra atingir a temperatura ambiente, foi completado
0 volume do baldo volumétrico também com o0 mesmo solvente organico.

Em bal&o volumétrico de 10 mL, foi pipetado os seguintes volumes das solucdes estoque

(SM-01 e SM-02) indicados na tabela abaixo, e completando-se o volume do baldo com DMSO.
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Agitou-se com vortex até total homogeneizacdo, e consecutivamente foram realizadas as

analises cromatograficas em HPLC.

Tabela 1- Padrdes para obtenc¢éo da curva padrdo de calibragdo por HPLC

Padrao Proporc¢oes de solugdes Concentracgdo do ativo Concentra¢ao do ativo
estoque Fipronil (ug.mL™) Amitraz (ug.mL™)

Padrédo 1 192 puL SM-01 + 640 pL SM- 24,00 de Fipronil 80,00 de Amitraz
02/ 10 mL DMSO

Padréo 2 216 uL SM-01 + 720 uL SM- 27,00 de Fipronil 90,00 de Amitraz
02/ 10 mL DMSO

Padrdao 3 240 uL SM-01 + 800 pL SM- 30,00 de Fipronil 100,00 de Amitraz
02/ 10 mL DMSO

Padrdo 4 264 uL SM-01 + 880 puL SM- 33,00 de Fipronil 110,00 de Amitraz
02/ 10 mL DMSO

Padrdao5 288 uL SM-01 + 960 puL SM- 36,00 de Fipronil 120,00 de Amitraz

02/ 10 mL DMSO

O preparo das amostras foi realizado transferindo para um baldo volumétrico de 10 mL
1000,0 mg da amostra e aproximadamente 5 mL de DMSO. A amostra foi homogeneizada com
0 auxilio de um banho de ultrassom por 10 minutos. ApGs a amostra atingir a temperatura
ambiente, o volume do baldo volumétrico foi completado com DMSO. Em seguida, a solugéo
foi homogeneizada e filtrada em membrana de 0,45 pm e analisada por HPLC.

Para as analises foram utilizadas as seguintes condi¢fes cromatograficas:

- Fase Movel: Acetonitrila:Agua Ultrapurificada 80:20 (%v/v).

- Fase Estacionaria: Gemini C18 (25 cm x 4,6 mm - 5,0 um).

- Vazdo: 1,3 mL.min™.

- Volume de Injecéo: 20 pL.

- Detector de Ultra-Violeta (ou DAD).

- Comprimento de Onda: 285 nm.

- Temperatura da Coluna: 30 °C.

- Tempo de retencdo: 3,7 minutos para o ativo Fipronil e 11,0 minutos para o ativo
Amitraz.

- Tempo de Corrida: 15,0 minutos.
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4.3.7 Quantificacao e Teor de Encapsulagao dos Ativos nas Formulacdes Isoladas e Mistas

Para a quantificacdo e teor de encapsulacdo das nanocapsulas isoladas e mistas foi
utilizado o metodo analitico desenvolvido no item 4.3.6 (CLAE-DAD), para identificacdo e
quantificacdo dos ativos Amitraz e Fipronil livres (ndo encapsulados) e encapsulados.

Os teores de encapsulagéo (T.E.) dos ativos Amitraz e Fipronil, tanto ndo encapsulados
e encapsulados, foram calculados mediante a correlacdo entre a quantidade total do ativo
presente na formulacao (calculo de quantificacdo) e a concentracdo dosada no sobrenadante, de
acordo com a Equacédo 1 demonstrada a seguir:

TPC — LPC
T.E. (%) = ((T—PC)) X100

Em que TPC representa a concentracdo total do ativo na formulacdo e LPC a
concentracdo do ativo presente no sobrenadante da amostra, apds submeter a centrifugacéo para
total separacgdo. Para tanto, foi utilizado um microtubo para centrifugacdo e microseparagéo,
modelo Amicon® Ultra — 0,5 mL com filtro 30 kDa para reter as nanocéapsulas, e permitir a
passagem da fase aquosa externa para além do filtro, resgatando-a como sobrenadante no fundo
do microtubo. A centrifugagdo ocorreu por 60 minutos a 13.000G (10.774 rpm) e 4°C.
Posteriormente, o sobrenadante foi analisado pelo método analitico pré-estabelecido em HPLC.

Figura 11 — Esquema representativo das etapas de extracdo do TPC e LPC.
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4.3.8 Biocarrapaticidograma para a formulagdo de Amitraz e Fipronil em Nanocéapsulas

Poliméricas

4.3.8.1 Local

Laboratorio de Parasitologia da UNIFRAN

Dep. de Medicina Veterinaria Preventiva e Saiude Animal
Av. Dr. Armando Salles Oliveira, 201 - Pg. Universitario
Franca -SP / CEP: 14404-600.

4.3.8.2 Normas e Procedimentos

Os valores obtidos pelos testes eficacia acaricida in vitro contra fémeas ingurgitadas
(Teste de Imerséo de Adultas - TIA) de Rhipicephalus (Boophilus) microplus foram analisados
com base os estudos descritos por DRUMMOND et al. (1973) e LEITE (1988).

4.3.8.3 Principios Ativos

As concentragcbes de principios ativos empregadas para obtencdo do
biocarrapaticidograma foram: 0,001 g.mL*de Amitraz e 0,0003g.mL™ de Fipronil.

4.3.8.4 Carrapatos

Os carrapatos utilizados nos testes séo oriundos de bovinos mesticos (Bos indicus x Bos

taurus).

4.3.8.5 Parasitos testados

Foram utilizados exemplares de Rhipicephalus (Boophilus) microplus de uma mesma
estirpe, provenientes de col6nia isolada e mantida no Laboratério de Parasitologia da
UNIFRAN — UNIVERSIDADE DE FRANCA e no sitio experimental do laboratério Science
Vet.
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4.3.8.6 Estudo in vitro para a determinacdo da eficicia acaricida contra fémeas de R. (B.)
microplus ingurgitadas - TIAN

Para a realizacdo do estudo in vitro foram utilizadas fémeas ingurgitadas, pertencentes
a uma mesma estirpe de R.(B.) microplus isolada e mantida na UNIFRAN e no sitio
experimental da Science Vet, cultivadas em bovinos.

As fémeas ingurgitadas, ap6s desprenderem-se de bovinos, foram recolhidas e lavadas
em agua destilada, secas em papel toalha, e selecionadas sem qualquer anomalia ou mutilacédo
visivel.

Para cada um dos grupos experimentais (grupos tratados com as formulagdes testadas)
foram selecionadas 10 fémeas, agrupadas pelo peso, sendo em seguida imersas em 10 mL
contendo as formulagGes acaricidas (grupos tratados) e/ou agua destilada (grupo controle),
durante cinco minutos, utilizando-se copos de vidro estéreis.

Decorrido este tempo, 0s grupos de fémeas ingurgitadas foram recolhidos e 0 excesso
de solugéo retirado com papel toalha.

Posteriormente, as fémeas foram fixadas com fita adesiva dupla face, em placa de Petri
devidamente identificadas e mantidas em estufa B.O.D. em condi¢fes adequadas para a
manutencéo e ovoposicdo dos parasitos.

Para o célculo da eficacia para adultas (TIA) foi determinado o percentual de
mortalidade.

Para isto foram contadas carrapatas vivas e mortas ap0s o tratamento com as diferentes
formulas. Carrapatas sem capacidade de locomocdo foram consideradas mortas
(DRUMMOND et al.,1973).

4.3.8.7 Eficacia acaricida contra fémeas e eficacia reprodutiva quanto eclosdo de

ovoposicao de fémeas de R.(B.) microplus ingurgitadas - TIA TIAN

Na Tabela 2 estdo demonstrados os delineamentos experimentais realizado para cada

uma das formulagdes testadas.



Tabela 2 - Delineamento experimental realizado no TIA
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GRUPO DE Amostra N° DE NUmero de Gruno

TRATAMENTO Telebdginas Repeticdes P
: CONTROLE

I Agua 10 3 , .

(Agua destilada)
Nanocapsulas
I (Amitraz 10 3 TRATADO
+Fipronil)

1l Amitraz livre 10 3 TRATADO

12,5%

Fonte: Autores. *ativo ndo encapsulado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAOQO

5.1 Espectroscopia de Absorcdo no UV-Visivel para Amitraz e Fipronil livres

e nanoencapsulados

Foram realizados os estudos de espectroscopia no estado estacionario para que fosse
determinado o perfil do espectro de absorgéo de Amitraz e Fipronil livres. Os ensaios foram
conduzidos utilizando-se a técnica de espectroscopia de absor¢do no UV-Visivel, conforme
Figuras 11 e 12.

Durante o desenvolvimento dos estudos foram utilizados varios solventes, dentre eles
dimetil-sulfoxido, metanol, acetona e acetonitrila. O solvente escolhido para as analises foi a
acetonitrila, pois além de promover uma facil solubilizacdo dos ativos ndo apresentou qualquer
tipo de influéncia sobre 0 maximo de absorcao.

A Figura 11 representa o perfil caracteristico da banda de absorcdo do Amitraz em meio
homogéneo, com maximo de absor¢do em 280 nm. J& a Figura 12 representa o espectro de
absorcdo para o Fipronil, com méaximo de absor¢do centrado em 286 nm. Ambos espectros estdo
localizados na regido do UV-visivel, como esperado para a classe de compostos em estudo.
Portanto, a partir do estudo de espectroscopia UV-Vis foi possivel avaliar o melhor ambiente
quimico para os compostos quimicos, bem como elucidar suas bandas de absorcéo localizadas
na regido préxima do UV no espetro-eletromagnetico.
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Figura 12 - Espectro de absor¢do no UV/VIS de Amitraz/acetonitrila na concentracdo de
0,01mg.mL*
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Fonte: Autores.

Na Figura 13 temos os espectros de absor¢do para ambos os farmacos no solvente
organico empregado no estudo espectroscopico. A normalizacdo do gréafico auxilia na
interpretacdo de possiveis efeitos de deslocamento de bandas devido efeitos do ambiente
quimico utilizado e também pode auxiliar na comparagédo entre 0os maximos de absorcdo de
diferentes compostos. Pela Figura 7 temos a evidéncia da sobreposi¢do de bandas de absorcéo
na regido do UV do espectro-eletromagnético o que sugere uma limitagdo quanto a
possibilidade de aplicacdo da técnica para analise quantitativa para uma amostra contendo 0s
ambos farmacos simultaneamente. Sendo assim, 0s estudos subsequentes de determinacéo de
método espetro-analitico limitam-se a determinagdo dos ativos nanoencapsulados

separadamente.
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Figura 13 - Espectro de absor¢do no UV/VIS de Fipronil/acetonitrila na concentracdo de 0,01 mg.mL"
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Figura 14 - Espectro de absor¢éo normalizado no UV/VIS de Amitraz e Fipronil em ACN.
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5.2 Desenvolvimento de Método Espectro-Analitico para Quantificacdo dos

ativos Amitraz e Fipronil associados as Nanocapsulas Polimeéricas

As analises de regressdo linear foram realizadas correlacionando a absorbancia em

funcdo de diferentes concentracbes de Amitraz e Fipronil dissolvidos em ACN, conforme

demonstrado nas Figuras 15 e 16, respectivamente que apresentam as bandas de absorcéo

obtidas pela anélise de varredura para cada concentracao utilizada.

Figura 15 - Conjunto de espectros de absor¢do no UV-VIS de Amitraz em Acetonitrila em diferentes
concentragdes (0,2 mg.mL™* — 0,7 mg.mL™).
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Figura 16 - Conjunto de espectros de absorcdo no UV — VIS de Fipronil em acetonitrila em diferentes
concentragdes (0,02 mg.mL™ — 0,08 mg.mL™).
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O ajuste por minimos quadrados para o método espectrofotométrico revelou um
excelente coeficiente de determinagdo (R?), tanto para o Amitraz quanto para o Fipronil,

conforme demonstrado nas Figuras 17 e 18 respectivamente.

Figura 17 - Curva padrdo de calibragdo por correlacdo entre absorcdo méaxima em funcdo da
concentracdo de Amitraz na faixa de 0,005 mg.mL™* — 0,01 mg.mL"1 (n = 3). y = 136,93x - 0,2294.
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Fonte: Autores.

Figura 18 - Curva de correlagdo padréo de calibragdo por absor¢do maxima em fungédo da concentracao
de Fipronil na faixa de 0,008 mg.mL™ — 0,050 mg.mL™ (n = 3). y = 8,9881x + 0,0075.
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Fonte: Autores.

Portanto, a partir dos resultados obtidos nos ensaios espectro-analiticos, foi possivel
determinar curvas padrdo de calibragdo para quantificacdo dos farmacos em questdo
nanoencapsulados. Esta é uma vantagem interessante do ponto de vista analitico como proposta



46

de método alternativo para possiveis ensaios de desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas
e aplicacdo no controle de qualidade na inddstria de medicamentos. Além disso é possivel
predizer a concentracdo real de cada ativo, previamente aos testes bioldgicos subsequentes,

ponto de extrema importancia e necessario no desenvolvimento de novos medicamentos.

5.3 Determinacdo do Tamanho de Particulas, indice de Polidispersidade e

Potencial Zeta

Periodicamente, por um periodo de até 150 dias, as formulac6es foram avaliadas e 0s
resultados obtidos estdo organizados nas Figuras 19, 20, 21 e 22 a seguir. Os dados referem-se
as formulacdes armazenadas sob refrigeracdo (4 a 7° C).

Na figura 19, nanocépsulas sem ativo encapsulado, foi observada uma linha de
tendéncia na distribuicdo dos tamanhos das particulas na faixa de 200 nm o que demonstrou
gue as mesmas apresentaram um perfil caracteristico dos nanomateriais poliméricos. Ja o indice
de polidispersidade, o qual ¢ um dado complementar, apresentou um valor médio entre 0,3 e
0,4, o que demonstra que as particulas estdo mono dispersas, caracteristica importante para 0s
nanomaterias. Para os dados de Potencial Zeta, o qual indica a carga de superficie da particula,
apresentaram valores médios entre — 30 e — 40 mV, regido que demonstra que a carga de
superficie das particulas permanecem em uma regido de maior estabilidade, Esta estabilidade

favorece a ndo ocorréncia de efeitos fisicos como precipitagdo e agregacéo do material.



47

Figura 19 - Estudo de estabilidade fisico-quimica em fungdo do tempo para a formulagédo de

nanocépsulas de PLGA na auséncia dos principios ativos: determinacdo de tamanho de particula e PDI
(A) e Potencial Zeta (B).
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Fonte: Autores.

Para as nanocapsulas com ativo foi observado que a Figura 18, Amitraz a 0,05 %, o
tamanho médio das particulas obtidas encontra-se dentro do padrdo caracteristico dos
nanomateriais poliméricos. Ja o indice de polidispersidade demonstrou uma distribuicéo

adequada das particulas e o Potencoal Zeta apresentou-se dentro da regido de estabilidade do
material.
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Figura 20 - Estudo de estabilidade fisico-quimica em fungdo do tempo para a formulacdo de
nanocépsulas de PLGA com Amitraz na concentracdo de 0,05 %: determinagdo de tamanho de particula,
e PDI (A) e Potencial Zeta (B).
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Para avaliar a possibilidade de algum tipo de interferéncia na estabilidade dos

nanomateriais foi produzida uma formulacdo com o dobro do ativo Amitraz (0,10 %), Figura

19, onde foi observado que as caracteristicas das particulas se mantiveram estaveis.
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Figura 21 - Estudo de estabilidade fisico-quimica em fungdo do tempo para a formulacdo de
nanocépsulas de PLGA com Amitraz na concentragdo de 0,10 % determinacdo de tamanho de particula
e PDI (A) e Potencial Zeta (B).
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Por fim, para a encapsulagdo do ativo Fipronil, Figura 22, os resultados obtidos foram
semelhantes as demais formulagGes, onde o valor médio do tamanho das particulas apresentou-
se na faixa de 200 nm, com um baixo indice de polidispersidade, demonstrando que 0s
nanomateriais estavam monodispersos, bem como demonstrou que o Potencial Zeta estava

dentro de uma regiéo de estabilidade de cargas, evitando assim a formagéao de precitados.

Figura 22 - Estudo de estabilidade fisico-quimica em funcdo do tempo para a formulacdo de
nanocapsulas de PLGA com Fipronil na concentracdo de 0,03 % determinagdo de tamanho de particula
e PDI (A) e Potencial Zeta (B).

400,0 - 1,00
350,0 - - 0,90
- 0,80
300,0
0,70
2500 0,60 g
£ 2000 0,50 3
= g
é 150,0 0409
glOOO 030 &
g 020 &
2 %00 0,10 &
S =3
£ 00 0,003
f_u 9 14 28 29 34 35 44 113 127 134 143 o
Tempo (Dias)
s TAMANHO — ® - Pdl
(A)
Tempo (Dias)
0,00
- -5,00
>
E -10,00
©-15,00
(<5}
N -20,00
©
'5-25,00
5
230,00
o
-35,00
-40,00 ]
-45,00 - (B)

Fonte: Autores

Portanto, a partir dos resultaos obtidos no estudo de estabilidade cinética coloidal, pode-

se sugerir que que as amostras possuem caracteristicas adequadas para serem utilizadas como
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sistemas carreadores para 0s ativos em questdo, considerando as concentracfes de ativos

empregadas, e na temperada de armazenamento sob refrigeracéo avaliada (4 a 7°C).

5.4 ldentificacdo e quantificacdo do teor dos ativos Amitraz e Fipronil
nanoencapsulados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

As curvas analiticas para a quantificacdo dos ativos Amitraz e Fipronil foram
construidas atraves da relagdo dos valores das areas dos picos e suas respectivas concentracdes,
representadas pelas Figuras 23 e 24.

Figura 23 - Curva de Calibragdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para Amitraz
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Figura 24 - Curva de Calibracdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para Fipronil
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A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos na quantificacdo ativos Amitraz e Fipronil
livres (ndo encapsulados) e encapsulados empregando-se 0 método de HPLC-DAD ap6s micro-
separacao com tubos Amicon, conforme descrito na se¢do 4.3.6 € 4.37.

Tabela 3 - Resultados obtidos na quantificagdo ativos Amitraz e Fipronil livres (ndo encapsulados) e
encapsulados por CLAE- DAD.

Amostra Formulacéo Filtrados po6s Centrifugacao
Solugéo Fipronil 0,03% (p/v) 0,00% (p/v)
Solucdo Amitraz 0,06% (p/v) 0,00% (p/v)

Solucéo Fipronil e Amitraz 0,03% (p/v) Fipronil + 0,07% 0,00% (p/v) de Fipronil e
encapsulados (p/v) Amitraz 0,00% (p/v) de Amitraz

Fonte: Autores.

Figura 25 - Cromatograma de analise de formulagdo mista Amitraz e Fipronil em ACN.

.. \ANALISES\FiSICO-QUIMICOAMITRAZ-FIPRONIL ROBERTOV 311191131119 Amitraz Fipronil Nanocapsula.lod
mAL

2004 PDA Multi 1

Amitraz

4004

2004

2004

100

=
- 1
a E
i
] Fipronil

12,

Fonte: Autores.

Figura 26 - Cromatograma de analise de filtrado apds centrifugacdo de formulagdo mista Amitraz e
Fipronil.
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A partir dos resultados obtidos na Tabela 3, conclui-se que tanto em formulacdes
isoladas, de Amitraz ou de Fipronil, quanto em formulacdo mista Amitraz mais Fipronil os
resultados foram praticamente iguais para as solugdes que passaram pelo processo de digestéo
das nanoestruturas para posterior avaliacao. Foi possivel observar também que as amostras que
ndo sofreram digestdo e passaram pelo processo de centrifugacdo em tubos Amicon,
demonstraram que o sobrenadante ndo apresentou qualquer possibilidade da presenca de
Amitraz e/ou Fipronil, tanto em formulagdes isoladas quanto mista possibilitando concluir que

praticamente 100 % dos ativos foram encapsulados.

5.5 Eficacia acaricida contra fémeas de R. (B.) microplus ingurgitadas - TIA

A metodologia utilizada para determinacdo do Teste de Imersdo de Adultas (TIA) foi
realizada de acordo com Drummond et al. (1973) e os resultados estdo demonstrados na Tabela
4,

Para o célculo da eficacia acaricida foram contadas as carrapatas vivas e as mortas apos
a exposicdo dos parasitas as diferentes formulagdes.

Verifica-se na Tabela 4 que das 10 fémeas de carrapatos (Partendginas) do grupo
controle, que ndo foram expostas a nenhuma das formulagdes, nenhum parasita morreu nas
triplicatas e com isso pode-se observar uma mortalidade nula.

Nota-se ainda na Tabela 4 que a formulacdo contendo AMITRAZ 12,5% no total
morreram 22 fémeas de carrapatos, sendo que 8 sobreviveram e iniciaram a ovipostura,

mostrando uma mortalidade de 73,3%.
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J& a formulacdo experimental Nanocapsulas de Amitraz a 0,10 % e Fipronil a 0,03 %,
houve mortalidade de 83,33%, ou seja, 25 das fémeas de carrapatos morreram e néo

conseguiram chegar ao ponto de oviposicao.

Tabela 4 - Mortalidade de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Cepa RS), submetidas a
acdo das: Nanocéapsulas de Amitraz (0,10 %) mais Fipronil (0,03 %) e Formulacdo de Amitraz 12,5%;
diluidas ou ndo em é&gua.

Principio ativo/ Partenogina TOTAL DE Percentual (%) de
Grupo
Produto N° Peso (g9) TELEOGINAS VIVAS Mortalidade Teleéginas
GIA 10 1,891 10,00
CONTROLE GIB 10 1,905 10,00 0,00
GIC 10 2,172 10,00
Média 1,99 30,00
GIIIA 10 1,880 1
Formulagdo Amitraz + Fipronil GllIB 10 1,927 1 83,33
Glic 10 2,153 3
Média 1,987 5,00
GIlIA 10 1,990 2
Formulagdo AMITRAZ 12,5% GliB 10 1,841 3 73,33
GlIC 10 1,956 3
Média 1,93 8,00

Fonte: Autores.

6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos foi possivel o desenvolvimento e a obtengdo de
nanoparticulas poliméricas para a encapsulacdo dos farmacos Amitraz e Fipronil.

Foi possivel também observar que tanto as nanoparticulas sem ativo quanto as com 0s
ativos Amitraz e Fipronil apresentaram estabilidade fisico-quimica, pois os valores dos
parametros Tamanho das Particulas, indice de Polidispersidade e Potencial Zeta, apresentaram-
se dentro do esperado.

Além disto, foi possivel concluir que os métodos espectroanaliticos desenvolvidos
possuem linearidade satisfatoria, pois os coeficientes de correlagdo de ambos ativos, de maneira
isolada, apresentaram um coeficiente de correlagdo na ordem de 0,99 o que possibilita a
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obtencgédo da concentracdo real dos ativos em formulagdes isoladas, no entanto, para o estudo
em questdo, desenvolvimento de uma formulagdo mista (Amitraz + Fipronil) isto néo foi
possivel ja que os comprimentos de onda sdo muito proximos dificultando a elucidacéo dos
resultados das analises de quantificacdo das formulag6es desenvolvidas.

Sendo assim, com o desenvolvimento de método de analise realizado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia foi possivel avaliar tanto as formula¢cdes de maneira isolada quanto
mistas conforme item 5.4 deste trabalho. Bem como, foi possivel verificar que a taxa de
incorporacao dos ativos foi de 100 %.

Por fim, pode-se constatar atraves do teste de Biocarrapaticidograma que as formula¢Ges
desenvolvidas neste trabalho, de Fipronil/NC a 0,03 % e Amitraz/NC a 0,10 % apresentaram
um resultado surpreendentemente superior a uma formulacdo comercial de Amitraz a 12,5 %
demonstrando-se apta a continuidade dos estudos de campo, tais como: eficacia e seguranca
animal, buscando obtencdo de um medicamente inovador para 0 mercado veterinario brasileiro

e internacional.
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