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PERFIL FARMACOCINETICO E ATIVIDADE ECTOPARASITICIDA DE UMA
NOVA MOLECULA (ARILPIRAZOL) EM BOVINOS

RESUMO - Com o aumento da resisténcia frente a maior parte dos
ectoparasiticidas, novos meétodos de controle para o0s principais parasitos de
bovinos, tais como novas classes de terapéuticos sdo urgentemente necessarios.
Como parte de um programa integrado para enderecar essa demanda, foram
realizados estudos para avaliar o perfil farmacocinético de uma formulacdo néo
comercializada a base de arilpirazol (nome comum sisapronil), bem como os efeitos
terapéutico e residual contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Haematobia
irritans, larvas de Dermatobia hominis e larvas de Cochliomyia hominivorax. Em
todos os estudos, os animais receberam pela via subcutanea, 2,0mg/kg de peso vivo
do principio ativo. Para avaliacdo do perfil farmacocinético, amostras de sangue
foram obtidas nos dias 1, 3, 5, 7, 14, 21, 28, 42, 56, 70, 84, 98, 112, 126 e 140 po6s-
tratamento. Nao foram identificadas concentracfes da molécula nos momentos pré-
tratamento, bem como ndo foram observadas alteracées sistémicas ou locais nos
animais submetidos ao estudo, ap6s a administracdo do arilpirazol. De acordo com
os resultados de farmacocinética, o sisapronil alcancou uma concentracdo maxima
de 74,8 ng/mL (Cmax), detectada em 15,8 dias (Tmax), € meia vida de eliminacdo de
23,0 dias. Um estudo para avaliar a atividade carrapaticida do arilpirazol contra R.
(B.) microplus foi realizado em bovinos naturalmente infestados. Para tal, 20
animais, foram randomizados em dois grupos (TO1: controle e TO2: arilpirazol), de
acordo com as contagens de carrapatos obtidas no pré-tratamento. Percentuais de
eficdcia foram calculados no 3° e 7° dia pos-tratamento (DPT), e posteriormente,
semanalmente até 91° DPT. O grupo tratado com sisapronil atingiu percentuais de
eficacia superiores a 90,00% entre o 7° e 0 63° DPT. Um outro estudo realizado para
avaliar a eficacia mosquicida contra H. irritans (mosca-do-chifre), 30 bovinos
naturalmente infestados foram randomizados em dois grupos de acordo com a
média aritmética obtida das contagens de moscas antes do tratamento (D-2 e D-1).
Os percentuais de eficacia foram calculados nos dias 3,7,14,21,28 e 35 apés o
tratamento, sendo que a eficacia maxima observada foi de 89,73% no 3° DPT. Para
avaliar a eficacia contra larvas de D. hominis, dois grupos, de 10 animais cada,
naturalmente infestados foram utilizados. O sisapronil atingiu 100,00% de eficacia
entre 0 14° e 28° DPT e permaneceu acima de 90,00% até 63° DPT. No estudo para
avaliar a eficacia contra larvas de C. hominivorax, 30 bovinos orquiectomizados
foram distribuidos em dois grupos com 15 animais cada. Considerando a presenca
de miiase ativa avaliada entre o 1° e 15° DPT, o sisapronil alcancou 100.00% de
eficacia ap6és o 10° DPT. Bovinos medicados com arilpirazol apresentaram
guantificacbes de ectoparasitos estatisticamente inferiores (p< 0.05) as do grupo
controle em todos os estudos conduzidos. Em sintese, arilpirazol (sisapronil), na
dose e via empregadas, constitui uma alternativa promissora para o controle e
tratamento dos principais ectoparasitos que acometem os bovinos.

Palavras-chave: Fenilpirazol, Sisapronil, Carrapato bovino, Berne, Mosca.
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PHARMACOKINETIC PROFILE AND ECTOPARASITICIDE ACTIVITY OF A NEW
MOLECULE (ARILPIRAZOLE) IN BOVINES

ABSTRACT - With the increase in ectoparasite resistance to major classes
of ectoparasiticides, new control methods for main bovine parasites, such as new
classes of therapeutics, are urgently needed. As part of an integrated program to
address this demand, studies have been conducted to evaluate the pharmacokinetic
profile of a non-marketed formulation based on arylpyrazole (common name
sisapronil), as well as the therapeutic and residual effects against Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, Haematobia irritans, larvae of Dermatobia hominis and larvae
of Cochliomyia hominivorax. In all the studies, the animals received by the
subcutaneously, 2.0mg / kg of the active. For evaluation of the pharmacokinetic
profile, blood samples were obtained on days 1, 3, 5, 7, 14, 21, 28, 42, 56, 70, 84,
98, 112, 126 and 140 post-treatment. No concentrations of the molecule were
identified at pre-treatment times, nor were systemic or local reaction observed in the
animals submitted to the study after arylpyrazole administration. According to the
pharmacokinetic results, sisapronil reached a maximum concentration of 74.8 ng/mL
(Cmax), detected at 15.8 days (Tmax), and elimination half-life of 23.0 days. A study
to evaluate the acarpyrazole activity of arylpyrazole against R. (B.) microplus was
carried out on naturally infested cattle. For such, 20 animals were randomized into
two groups (TO1: control and TO2: arylpyrazole), according to the pre-treatment tick
counts. Efficacy percentages were calculated on the 3™ and 7™ day post-treatment
(DPT), and thereafter, weekly up to 915t DPT. The sisapronil treated group achieved
efficacy percentages greater than 90.00% between 7" and 63" DPT. Another study
conducted to evaluate the efficacy against H. irritans (horn fly), 30 naturally infested
cattle were randomized into two groups according to the arithmetic mean obtained
from pre-treatment flies counts (D-2 and D-1). Efficacy percentages were calculated
on days 3, 7, 14, 21, 28 and 35 post-treatment, and the maximum efficacy observed
was 89.73% in the 3" DPT. To evaluate the efficacy against larvae of D. hominis, two
groups of 10 naturally infected animals were used. Sisapronil achieved 100.00%
efficacy between the 14" and 28" DPT and remained above 90.00% up to 63 DPT.
In the study to evaluate the efficacy against C. hominivorax larvae, 30 orchiectomized
cattle were distributed into two groups with 15 animals each. Considering the
presence of active myiasis evaluated between the 1St and 15" DPT, sisapronil
reached 100.00% efficacy after the 10" DPT. Cattle treated with arylpyrazole showed
statistically lower ectoparasite (p<0.05) quantifications than the control group in all
the studies conducted. In summary, arylpyrazole (sisapronil), at the dose and via
employed, is a promising alternative for the control and treatment of the main
ectoparasites that affect cattle.

Keywords: Phenylpyrazole, Sisapronil, Cattle Tick, Grub, Fly.



1. INTRODUCAO

Os ectoparasitos representam um dos problemas sanitarios mais importantes
na criacdo de bovinos em todo o mundo (Lopes et al., 2014). Estima-se, no Brasil,
uma perda anual de 6,52 bilhdes de ddlares, causada pelos principais ectoparasitos:
Rhipicephalus (Boophilus) microplus - $3,24; Haematobia irritans - $2,56;
Dermatobia hominis - $0,38 e Cochliomyia hominivorax - $0,34. Responsaveis por
transmitir diversos patogenos, provocar desvalorizacdo do couro, reducdo da
producéo de leite e de peso dos animais (Grisi, et al., 2014).

Em sintese, é de grande importancia o controle dos ectoparasitos como fator
primordial para tornar a bovinocultura mais lucrativa e economicamente competitiva
(Perez et al., 2006).

Ha no mercado varios quimioterapicos destinados ao controle destes
parasitos, porém, muitas das vezes, a utilizacdo sem qualquer parametro técnico
e/ou epidemiolégico e a repetitividade de uso, induzem o aparecimento de
resisténcia (Rangel et al., 2005).

Devido ao aumento de resisténcia dos parasitos, aos diferentes principios
ativos, em varias partes do mundo, a industria farmacéutica e os pecuaristas tém
tido cada vez menos alternativas para o controle eficaz das parasitoses em bovinos
(FAO, 2004). Mesmo diante do aparecimento de estirpes de parasitos resistentes, 0s
guimioterapicos, até entdo utilizados, ainda constituem uma arma eficaz no
tratamento destas enfermidades, uma vez que outros métodos, como o controle
biolégico, homeopatia, fitoterapia e 0 uso de vacinas, ainda ndo apresentam
resultados de eficacia convincentes (Costa et al., 2004). Por esta razao, torna-se
primordial por parte dos pesquisadores e da industria, o desenvolvimento de novos
ectoparasiticidas, sobretudo de novos principios ativos eficazes (Perez et al., 2006).

O Arilpirazol (nome comum Sisapronil), composto inédito, pertencente a
familia dos Fenilpirazéis, pode constituir uma possivel e nova alternativa para o
controle antiparasitario em bovinos. Sem nenhum estudo publicado sobre a sua
utilizagdo, até entéo, na literatura consultada, os seis estudos conduzidos, descritos
nesta tese sao pioneiros e objetivaram avaliar a eficacia desta nova molécula em

bovinos. Foram realizados estudos contra Rhipicephalus (B.) microplus, Haematobia
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irritans, larvas de Dermatobia hominis e de Cochliomyia hominivorax, além da

mensuracao do perfil farmacocinético do referido composto.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887)

Dentre os ectoparasitos de bovinos no Brasil, destaca-se o R. (B.) microplus.
Conhecido popularmente como carrapato do boi, oriundo da infestagdo em
antilopes, cervos, bovinos e bufalos selvagens no sudeste Asiético, esté distribuido
entre os paralelos 32°S e 32°N, exceto nas areas de elevadas altitudes ou muito
aridas, nos Estados Unidos e Porto Rico, onde foi erradicado em 1943 e 1952,
respectivamente (Warton, 1974; Hourrigan, 1977; Hoogstraal, 1979; Nuiez et al.,
1985; Willadsen e Jongejan, 1999; Cordovés, 1997).

Este acaro, monoxeno, possui seu ciclo de vida dividido em duas fases de
vida: livre e parasitaria, sendo esta preferencialmente em bovinos. Em elevadas
infestacdes, também, pode ocorrer em outros animais domésticos e silvestres
(Nufiez et al., 1982; Gonzéles, 1993; Gonzales, 1995; Furlong, 2005). A fase de vida
livre corresponde ao periodo em que o carrapato permanece no solo para efetuar a
ovipostura e posterior eclosdo das larvas. Ao desprender do animal, a teledgina
(fémea ingurgitada) busca um abrigo Umido e protegido da luz solar direta e inicia a
postura, com potencial para produzir de 2000 a 3000 ovos, durante
aproximadamente 15 a 18 dias (Gonzales, 1993).

As condicbes ambientais consideradas ideais para sua postura S&ao:
temperatura em torno de 27°C e umidade relativa do ar superior a 75%. Altas
temperaturas podem causar a dissecacado dos carrapatos no ambiente, enquanto
que abaixo dos 15°C, retarda o desenvolvimento dos ovos (Nuiiez et al., 1982;
Gonzales, 1993; Furlong, 2005).

Apos o final da postura, inicia-se a eclosédo das larvas que se completa dentro
de 4 a 6 dias (Oliveira et al., 1974). As larvas infestantes sobem nas pastagens por
geotropismo negativo e se fixa no hospedeiro, atraidas pelo odor, sombreamento,

vibracdes, pelo estimulo visual e pela concentracdo de gas carbbénico do animal
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(Nufiez et al., 1982; Sonenshine, 1991; Gonzales, 1993; Furlong, 2005). A fase de
vida livre do R. (B.) microplus, em condi¢cbes ambientais ideais, dura em torno de 32
dias, entretanto, pode englobar um periodo médio de até 120 dias, desde a queda
da teledgina ao pasto, da postura dos ovos, eclosdo das larvas e a viabilidade
destas no ambiente (Gonzéles, 1995; Farias, 1995). Tais larvas sobrevivem
exclusivamente de suas reservas, abrigadas entre a vegetacdo e nas fendas no
solo. O principal fator que explica sua habilidade em sobreviver por longos periodos
sem alimentacdo é a sua capacidade de manter a quantidade de liquido em seu
corpo e de absorvé-lo do ar insaturado (Rudolph e Knulle, 1974; Mcmullen et al.,
1976; Needham e Teel, 1991).

A fase de vida parasitaria possui um periodo médio de 21 dias e inicia apos a
fixacdo da larva no hospedeiro, em regibes tais como: pescoc¢o, peito, axilas,
pavilhdo auricular, virilhas, perineo e base da cauda; areas que favorecem seu
desenvolvimento, protegidas da incidéncia solar e também dos mecanismos de
autodefesa dos animais, como lambedura e movimentos da cauda (Nufiez et al.,
1982; Gonzéles, 1993; Furlong, 2005). Nesta fase, as larvas iniciam o periodo de
repasto sanguineo, alimentando-se de restos teciduais e sangue, preferencialmente
de plasma. Somente nos momentos que precedem o rapido ingurgitamento das
fémeas é que 0 sangue se torna o principal constituinte alimentar (Bennett, 1975).
Apos a larva trocar de cuticula (metalarva), ela da origem a ninfa por volta de oito a
10 dias, sofre uma muda (metaninfa) e em torno do 15° dia se transforma em
neandro (macho) ou nedgina (fémea) (Athanassof, 1953). Os machos se alimentam
pouco, ndo se ingurgitam de sangue, amadurecem antes das fémeas e perambulam
pelo corpo do hospedeiro por mais de dois meses, acasalando com as fémeas, com
ajuda de 6rgaos sensitivos localizados nas extremidades das patas, que detectam
feroménios produzidos pelas mesmas (Athanassof, 1953; Gonzales, 2002). As
fémeas semi-ingurgitadas, denominadas partenoginas, surgem entre o 17° e o 35°
dia apds a infestagdo. Estas se alimentam por dois a trés dias e evoluem para
teledginas, quando caem no solo, possuindo até 200 vezes 0 seu peso inicial, e
procuram um local umido e escuro, favoravel a embriogénese, para proteger 0s
ovos, que dardo inicio ao novo ciclo de vida livre, da baixa umidade e das altas

temperaturas (Gonzales, 1995).
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O R. (B.) microplus constitui um dos problemas sanitarios mais importantes
para a bovinocultura (Cordoveés, 1997). A produtividade e o bem-estar dos animais
estdo diretamente ligados ao grau de infestacdo dos animais pelo carrapato, que
pode ser influenciada por diversos fatores como: idade, rac¢a, estado fisico, nutri¢ao,
caracteristicas imunolégicas individuais e tipo de manejo da propriedade (Nufiez et
al., 1982; Sutherst et al., 1983; Santos Junior et al., 2000).

Além de causar grandes perdas de sangue nos hospedeiros com sua acao
hematéfaga (Belavsky, 1965), o R. (B) microplus pode transmitir agentes do
complexo tristeza parasitaria bovina (TPB), responsaveis por obrigar os produtores a
arcarem com o custo elevado de tratamento e, frequentemente, com o 6bito dos
animais. A acdo direta do carrapato no animal causa inflamac&o no local de picada,
irrtacdo e miiases secundarias (Kaufman, 1989; Labruna e Pereira, 2001;
Guglielmone et al., 2006).

Em 2014, Grisi et al. estimaram os prejuizos econdmicos causados pelo
carrapato bovino, no Brasil, em 3,24 bilhées de ddlares anuais.

Os prejuizos nos sistemas produtivos, que dizem respeito ao controle
parasitario, estdo ligados ao uso indevido de quimioterdpicos, em épocas nao
apropriadas, aos gastos decorrentes das instalagdes, dos equipamentos utilizados
para aplicacdo dos produtos, a manipulacdo dos animais e ao desvio da méao-de-
obra de sua rotina para os constantes tratamentos (Domingues et al., 2008).

De acordo com Jonsson et al. (1988) cada fémea de R. (B.) microplus é
responsavel pela perda de 1g de peso corpéreo e reducéo na producdo de leite de
8,9 mL. Grisi et al. (2002), verificaram que essa reducdo pode causar um déficit na
producao de leite de 10 a 20% e queda na producéo de carne de 15 a 20%, além do
prejuizo relacionado a desvalorizacdo do couro, causado pela reentrancia da fémea

ingurgitada (Oliveira, 1983).
2.2. Haematobiairritans (Linnaeus, 1758)
Originaria da Europa, onde foi identificada em 1758, a “mosca-dos-chifres”,

(Haematobia irritans), pertencente a familia Muscidae, chegou aos Estados Unidos

em 1886, por bovinos importados e difundiu-se por todo continente americano. No
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Brasil, sua presenca foi inicialmente relatada em Roraima, entre 1976 e 1977,
oriunda da Guiana e nao da Venezuela como se acreditava (Valério e Guimaraes,
1983).

A “mosca-dos-chifres” tem como hospedeiro preferencial os bovinos (Franks
et al., 1964). Entretanto, pode ser encontrada realizando repasto sanguineo em
outras espécies como equinos, ovinos e caninos (Bruce, 1964). Ambos 0s sexos sédo
hematéfagos obrigatérios. Normalmente, encontra-se um namero maior de H. irritans
em machos adultos do que em fémeas e animais jovens. Este comportamento tem
sido associado a fatores hormonais, como a concentracdo de testosterona e também
a menor mobilidade e sensibilidade por parte dos bovinos adultos (Bruce, 1964).

Seu ciclo de vida é influenciado pela temperatura, umidade e composi¢ao da
massa fecal, a época chuvosa (quente e umido) apresenta as condicbes mais
propicias para o seu desenvolvimento (Valério e Guimardes, 1983). Possui um
periodo de vida de até 40 dias e uma fémea é capaz de produzir entre 80 a 300
ovos, dependendo das condi¢des locais (Honer et al., 1993).

Avaliando experimentalmente o desenvolvimento de H. irritans, em
temperatura entre 27,3 e 30,2°C, em massas fecais de bovinos, coletadas e
mantidas em laboratério, Barros (2002) observou que o periodo minimo para
desenvolvimento do inseto nas fezes, até o inicio da emergéncia, € de nove dias.
Seus resultados foram semelhantes aos de Palmer et al. (1981), ao verificarem um
periodo de desenvolvimento de 9,6 dias em temperatura de 27 °C. Durante o inverno
(frio e seco), ha uma tendéncia de que o ciclo se prolongue, ou até mesmo se
interrompa, 0 que denomina-se diapausa (Mendes e Linhares, 1999). A uma
temperatura ambiente maxima de 19,4°C, o periodo maximo para inicio da
emergéncia pode ser de 17 dias no inverno (julho) (Barros, 2002).

A H. irritans possui aparelho bucal (proboscide) do tipo picador e projetado
entre os longos palpos, a mosca adulta, de ambos os sexos, se alimenta e
permanece no animal dia e noite (Valério et al., 1983). O acasalamento € Unico e
ocorre principalmente nas partes mais altas do animal (cupim e dorso) ou na
vegetacao ao redor do hospedeiro. Apés a fecundacgéo, as fémeas se deslocam para
partes mais baixas (virilha, barriga e pernas) e esperam o hospedeiro ou outro

animal proximo defecar. Quando isso acontece, as moscas depositam Seus 0vos
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rapidamente, em grupos de 10 a 20, na borda do bolo fecal e em poucos minutos
retornam ao hospedeiro (Honer et al., 1993). Durante sua vida, que dura em média
trés semanas, cada fémea pode realizar cerca de 15 posturas (Bordin, 1992; Krafsur
e Ernest, 1983; Wislow, 1992). As larvas eclodidas penetram no bolo fecal até a
regido de maior conforto térmico, para o desenvolvimento larval com trés instares
(Valério e Guimardaes, 1983; Barros, 2002).

As larvas de primeiro instar penetram no esterco, protegendo-se dos raios
solares e permanecem neste estagio por aproximadamente 10 horas, passando para
0 segundo instar, e, em média, depois de 18 horas, alcangam o terceiro instar larval.
Sob condi¢des 6timas de umidade e temperatura, em aproximadamente 64 horas
apos a eclosdo dos ovos, ja se encontram pupas nas fezes. No caso de fezes mais
secas que o solo, as pupas sdo encontradas enterradas no solo, até a emergéncia
dos adultos (Bruce, 1964). As fémeas colocam seus ovos até 10 a 15 minutos apoés
o animal ter defecado, atraidas pela disponibilidade de alimento e abrigo. Decorrido
esse tempo, as fezes perdem a atratividade para o parasito (Bianchin e Alves, 2002).

Segundo Bianchin e Alves (1997), a infestacdo por “mosca-dos-chifres” &
maior quanto menor o volume acumulado de chuva, que antecede a avaliacdo de
infestacdo dos animais. De acordo com esses autores, uma grande quantidade de
chuva em um periodo curto, faz com que ocorra a destruicdo das massas fecais no
solo, o que acaba por provocar a interrupcdo do ciclo evolutivo da mosca.

O epiteto da espécie em latim, “irritans”, é explicado pelo efeito de irritagdo
que este diptero proporciona no animal infestado, deixando-o extremamente
inquieto. Acredita-se, portanto, que 0s maiores prejuizos estejam ligados ao estresse
provocado pela acao irritante das moscas, que interfere no repouso, na alimentacao
e na produtividade e ndo apenas pela atividade hematofaga (McLintock e Depner
1954; Harris et al., 1974). Este diptero, indubitavelmente, constitui um entrave ao
desenvolvimento da pecuéaria nacional, sendo responsavel por perdas anuais
equivalentes a US$ 2,56 bilhdes de doélares (Grisi et al., 2014). Destes prejuizo,
ressalta-se a depreciacdo que esta mosca desencadeia a qualidade do couro dos
animais altamente infestados. O grande numero de picadas acarreta uma reacéo
local, podendo tornar a pele mais grossa e inflexivel e, portanto, de menor qualidade
(Guglielmone et al., 1999).
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As lesbes causadas pelas picadas das moscas ainda podem tornar-se porta
de entrada para outras enfermidades, por serem potenciais transmissoras dos
patdogenos causadores do Carbunculo heméatico, Anaplasmose, Leucose e da
Estefanofilariose, além de facilitar a ocorréncia de miiases provocadas por larvas C.
hominivorax e de D. hominis, por suas formas adultas atuarem como forético da D.

hominis (Honer e Gomes, 1990).

2.3. Dermatobia hominis (Linnaeus Jr., 1781)

Presente em toda América Latina, com excecdo do Chile, a mosca
Dermatobia hominis tem grande importancia na sanidade do rebanho, visto que a
sua larva é responséavel por uma miiase, do tipo furuncular, em animais domésticos,
selvagens e inclusive no homem (Souza et al., 2007).

Trata-se de uma espécie endémica em varios estados do Brasil, nos meses
mais quentes e chuvosos do ano, com focos de altas infestacBes em propriedades
pecuarias, junto a mata atlantica, nos estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa Catarina, além de outros focos em
algumas regides do centro-oeste (Moya-Borja, 2004; Souza et al., 2007).

Com trés geracdes no ano, 0 seu habito de oviposi¢do tem destaque no seu
ciclo de vida. Os ovos deste parasito sdo depositados e transportados por dipteros
vetores (sdo relatados mais de 49 espécies), capturados pela fémea adulta, que
devem ter habitos diurnos e zodfilos, ter tamanho igual ou menor que o da mosca
adulta e ser moderadamente ativos (Magalhées e Lima, 1988).

Na fase de vida livre (pupa no solo e adultos no ambiente), as fémeas
fecundadas capturam insetos para transportarem seus ovos, até os animais, sendo
denominados foréticos. A fase seguinte corresponde a parasitaria, a larva de
primeiro estadio, dentro do ovo, rompe 0 opérculo e penetra na pele do animal até
chegar ao tecido subcutaneo, onde cresce, mantendo comunicagdo com 0 meio
ambiente para sua respiracdo, através dos espiraculos, evoluindo de L1 a Ls, fase
em que abandona o tecido do animal. Penetra no solo para a pupacdo. O sucesso
biologico da fase de vida livre depende das caracteristicas do solo e das condicdes

de temperatura e umidade do ambiente. O percentual de emergéncia de pupas em
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solo seco varia de 1 a 3%, enquanto que no Umido, pode atingir 40 a 50%
(Andersen, 1962).

O calor e o dioxido de carbono emitido pelo animal estimulam sua
transferéncia do vetor para o hospedeiro. A larva demora sete dias para eclodir e
pode sobreviver dentro do ovo por aproximadamente 20 dias (Magalhdes e
Lima,1988).

O periodo parasitario varia de acordo com a espécie hospedeira, idade, sexo,
regido do animal afetada e com a estacdo do ano. De modo geral, a larva
permanece nos animais por 40 a 50 dias, podendo atingir o periodo maximo de 120
dias (Magalhdes e Lima, 1988). O abandono geralmente ocorre durante as horas
sem luz, para evitar o ataque de predadores (Catts, 1982). O periodo pupal dura, em
meédia, de 30 a 32 dias, nhos machos e nas fémeas, respectivamente, a 25°C e
umidade relativa entre 60 e 80%. Os adultos apds emergirem (nas primeiras horas
da manha), ttm uma longevidade média de trés dias, podendo copular até quatro
vezes (Magalhdes e Lima,1988).

A incidéncia de larvas de D. hominis, em bovinos, tem sido estudada por
varios autores. Dentre os achados mais frequentes, o que se constata € uma
predisposicao significativa de infestacdo em animais de raca europeia, de pelagem
escura, sendo as costelas, escapulas, membros anteriores e pescoco as regides de
maior frequéncia de larvas (Maia e Guimaraes, 1985; Bellato et al., 1986; Magalhaes
e Lima,1988; Sancho et al., 1996; Pinto et al., 2002). Os bovinos de pele escura
sofrem maior infestacdo, devido ao fato de que estes animais absorvem com maior
intensidade os raios solares, irradiam mais calor e, consequentemente, nas horas
mais quentes do dia ao procurarem abrigo na sombra das arvores sdo atacados
pelos insetos vetores (Magalhdes e Lima, 1988).

Também é notdria a maior incidéncia no lado esquerdo dos animais, devido a
preferéncia do decubito direito no momento de descanso (Oliveira, 1991).

Estima-se que os prejuizos causados pelo berne no Brasil cheguem a US$
0,38 bilhdes de dolares por ano (Grisi et al., 2014).

A movimentacao da larva, que é rodeada por espinhos, no tecido subcutaneo
dos animais, provocam irritabilidade (estresse), reducdo nas producdes de leite e

carne, e desvalorizagdo do couro (Souza et al., 2007). As larvas normalmente s&o
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encontradas nas regides do couro com maior valor comercial, podendo inutilizar, de

5 a 75% das peles dos bovinos (Oliveira, 1991).

2.4. Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858)

A Cochliomyia hominivorax, pertencente a familia Calliphoridae, que significa
segundo Zumpt (1965), “infestacdo de seres humanos e outros vertebrados vivos,
por meio das larvas, que pelo menos durante um periodo, se alimentam de tecidos e
liguidos do hospedeiro”, € o principal agente causador de miiases no mundo.

O género Cochliomyia € constituido por quatro espécies distintas: C.
hominivorax (Coquerel), C. macellaria (Fabricius), C. aldrichi e C. minima (Whitworth,
2006). As duas primeiras estéo relacionadas aos casos de miiases. Entretanto, a de
maior importancia € a C. hominivorax (FAO, 1993), cujo nome cientifico apresenta
varias denominacdes populares, como “mosca da bicheira” ou “mosca varejeira”
(Guimarées et al, 1983).

O parasitismo por C. hominivorax é de carater obrigatorio no periodo larval.
Infesta os tecidos secos ao redor das lesdes, nos animais domeésticos, silvestres e
nos seres humanos (Muniz et al., 1995). Seu aparecimento esta condicionado a
ferimentos recentes, areas abertas por intervencdes cirdrgicas, de ocorréncia natural
(umbigo de neonatos) ou por outros parasitos, sendo estes casos denominados de
miiases primarias. Quando as larvas invadem aberturas naturais do corpo (hasal,
oral auricular, vaginal e anal, etc), denomina-se miiase cavitaria. Ha, ainda, a
possibilidade da miiase priméaria se transformar em cavitaria, devido ao grande
namero de larvas. E, em casos extremos, as larvas podem penetrar ativamente a
pele integra e produzir miiases furunculosas (Freitas et al., 1982). InfestacBes
macicas por R. (B.) microplus também aumentam a susceptibilidade a este agente,
devido as feridas que normalmente aparecem neste parasitismo (Grisi et al., 2002).

Como ja descrito por diversos autores (Muniz et al., 1995; Moya-Borja e
Salani, 1997; Anziani et al., 1998), as condi¢fes climéticas, na maior parte do Brasil,
em grande parte do ano, sdo bastante favoraveis as infestagdes por C. hominivorax.

ApOs a eclosdo dos ovos depositados pela C. hominivorax, as larvas

penetram na pele dos animais, mantendo a regido posterior voltada para o0 meio
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exterior, para permitir a respiragdo por meio dos espiraculos, consumindo tecido
muscular, vasos, nervos e tecido conectivo (James, 1947). O desenvolvimento
completo das larvas nas feridas varia de cinco a nove dias, quando entdo saem para
desenvolver a fase de pupa no solo (Oliveira, 1978). O estagio de pupa se estende
por seis a oito dias a 26,6°C e com umidade relativa variando entre 70 e 80% (Smith,
1960), podendo aumentar em condi¢coes de temperatura e umidade relativa do ar
mais baixas (Oliveira, 1978). Trés a quatro dias apdés a emergéncia copulam e no
sétimo dia de vida podem realizar a primeira postura (Laake et al, 1936 apud Crystal,
1967).

Machos e fémeas adultos tém habito diurno e podem voar mais de quarenta
quildmetros de distancia na busca por hospedeiro, e sobreviver, em média, quatro
semanas, sob temperatura de 25°C e 70,00% de umidade relativa do ar (Leite,
2004).

O ciclo completo dura aproximadamente 24 dias a temperatura de 22°C
(Laack et al., 1936 apud Hall,1991) e de 18 dias a 29°C (Thomas e Mangan, 1989).

Realizando estudo em laboratério, Oliveira (1980) obteve as seguintes
conclusdes sobre a biologia da C. hominivorax: as posturas iniciaram do 7° a 8° dia
de vida, variando de 88 a 330 ovos e com média de 191,1 ovos. O periodo de
incubacgéo dos ovos variou de 14 a 18 horas a 27°C e 80 a 90% de umidade relativa,
sendo a média de eclosdo de 99,6%. O periodo larval (correspondente a fase
parasitaria) variou de 3 a 5 dias e o periodo pré-pupa entre 12 a 36 horas, com
média de 24 horas; a emergéncia dos adultos ocorreu entre 6 a 10 dias, com média
de 7,3 dias, e a razdo sexual foi de 1:1 entre machos e fémeas.

Os prejuizos causados por este parasito, no Brasil, assumem grande
importancia econémica, pois ndo somente afeta a pele, mas também a musculatura
esquelética, produzindo lesdes crateriformes (Mucciolo, 1948). Ocasiona um quadro
clinico responsavel por irritacdo (estresse), emagrecimento e desvalorizacdo do
couro, mesmo com as lesdes curadas, uma vez que o tecido fibroso resultante da
cicatrizagdo apresenta menor resisténcia (Toledo, 1950).

Grisi et al. (2014), avaliando o impacto econdmico dos principais
ectoparasitos em bovinos no Brasil, chegou a uma estimativa de perdas da ordem de

US$ 0,34 bilhdes de ddlares, ao ano, causadas pela C. hominivorax.
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O parasitismo por C. hominivorax também é responsavel por provocar
alteracdes clinicas (Morais et al, 2003), hematoldgicas e bioquimicas em bovinos
(Oliveira, 1980; Sanavria, 1993), imunodeprimindo o hospedeiro e facilitando a

ocorréncia de diversas patologias.

2.5. Controle ectoparasitéario

O uso de quimioterapicos continua sendo o principal instrumento utilizado no
controle antiparasitario uma vez que métodos como homeopatia e fitoterapia ainda
nao apresentam resultados satisfatérios (Costa, 2004), tanto quanto novos métodos
de controle alternativo que vem sendo estudado e estimulado, incluindo: rotacdo de
pastagens (Elder et al. 1980), cultivo de pastagens que dificultam a proliferacdo das
larvas (Sutherst et al. 1982), selecdo de racas resistentes, uso de patégenos como a
bactéria Cedecea lapagei (Brum, 1988), uso do besouro copréfago Digitonthophagus
gazela (Galbiati et al., 1995; Bianchin et al., 1997), fungos (Cordoveés, 1997),
utilizacdo de predadores naturais, como a garca-vagueira, Egretta ibis, (Alves-
Branco et al., 1983) formigas (Gonzales, 1995), vacinas (Parizi et al, 2012), entre
outros.

Ademais, métodos alternativos como estes e outros descritos na literatura,
ainda nao tém comercializacdo em massa e por este e outros motivos, os produtores
ainda sao extremamente dependentes dos inseticidas (Barros, 2005).

Os compostos de importancia veterinaria utilizados no controle anti-
parasitario, durante sua fase de vida no hospedeiro, agem tanto de forma sistémica
a partir do local de aplicacdo ou pelo contato direto com o parasito. Para que um
composto atinja a circulacdo sanguinea e tenha acdo sistémica, ele pode ser
administrado via parenteral (injecdo subcutdnea ou intramuscular), via tépica
(aplicado sobre a pele, por meio de pulverizagcédo, imerséo, aspersao, “pour on” e
brincos impregnados) ou via oral (Taylor, 2001).

Da mesma forma que a dosagem e a frequéncia séo fatores que garantem a
atividade antiparasitaria, estes também s&o 0s principais mecanismos que

desencadeiam a selecédo de parasitos resistentes, os quais reduzem o periodo de
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protecdo e aumentam o custo de tratamento (Barnes et al., 1995; Borges et al.,
2003; Rangel et al., 2005).

Mesmo diante do aparecimento de linhagens de parasitos resistentes, os
quimioterapicos ainda constituem o principal método de controle ectoparasitario.
Destacam-se pelo maior volume de comercializagdo, as lactonas macrociclicas, 0s
organofosforados, o0s piretroides, as benzoiluréias, os fenilpirazdis, as
benzoilfeniluréias e as arilformamidinas (Generuti e Spinosa, 1997; Silvers e
Fuentealba, 2003).

De maneira geral, os ectoparasiticidas sdo neurotdxicos exercendo efeitos
sobre o sistema nervoso central do parasito, 0s quais sdo constituidos por uma série
de células interconectadas, chamadas neurons, pelas quais sdo transmitidas cargas
elétricas chamadas impulsos, que sao carreados até o final de uma célula nervosa
atraves da sinapse, por intermédio de neurotransmissores (Scharf e Suiter, 2011).

Os primeiros compostos utilizados como carrapaticidas foram os derivados
arsénicos na década de 40, aplicados na forma de banhos de imersdo. O
aparecimento de resisténcia a essa classe, e as preocupacbes em relacdo ao
acumulo de residuos nos animais desencadearam a busca por novos compostos,
sobretudo por inseticidas organicos (Graham e Hourrigan, 1977 apud George et al.,
2004). Dai surgiram os organoclorados, Dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) e
hexaclorobenzeno (BHC), os primeiros inseticidas organicos sintéticos a serem
produzidos para o controle do carrapato bovino. Hexacloreto de benzeno, chlordane,
toxaphene, metoxichlor, lindane e carbaril, também concomitantemente, utilizados
contra H. irritans (Cobbett, 1947; Maounder, 1949; Whitnall et al., 1951 apud George
et al., 2004).

O DDT foi muito utilizado durante as décadas de 1940 e 1950 por ser uma
droga muito persistente e por possuir amplo espectro, controlando também outros
ectoparasitos (Wllliams, 1991). Os organoclorados causam uma hiperexcitabilidade
neuromuscular, que provoca a morte do inseto (Drummond et al., 1988). Porém, a
toxidade aos animais e ao homem, associado ao aparecimento de resisténcia,
somados ainda ao longo periodo de residuo da droga nos produtos de origem

animal (carne e leite) e no ambiente, fizeram com que, aos poucos, 0S
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organoclorados fossem tendo restricdes de uso até serem proibidos (Drumond et al.,
1988; Amaral et al., 1991).

Assim, surgiram na década de 50 os organofosforados, alguns com efeito
sistémico e que foram também utilizados com grande eficiéncia no controle dos
ectoparasitos, principalmente nas infestacdes por larvas de C. hominivorax, sendo a
classe mais usada contra este parasito até hoje. Entre eles destacam-se, o
dioxathion, coumafds, ronnel, diazinon, fenthion, crotoxifos, diclorfos, tetraclorviphos,
clorpirifés, e clorfenvinfés. Os carbamatos, como o carbaril, que possuem o0 mesmo
mecanismo de a¢do dos organofosforados, também foram utilizados (Bruce, 1964;
Williams, 1991).

Os organofosforados inibem algumas enzimas, principalmente a
acetilcolinesterase, o que acarreta o bloqueio da transmissao colinérgica do parasito,
levando-o a uma paralisia espéstica (Fraser e Rushen, 1987).

A resisténcia aos organofosfatados e carbamatos minimizou sua utilidade
(George et al., 2004). Com o passar dos anos, a resisténcia aos organofosforados
levou ao desenvolvimento das formamidinas, como clorometiuoron e amitraz, que
demonstraram alta eficacia contra o R. (B.) microplus (George et al., 1998).
Entretanto, logo surgiram relatos de resisténcia as formamidinas.

Entre os anos de 1970 e 1980 foram desenvolvidos inicialmente na Inglaterra,
0S compostos piretroides, usados até hoje em todo o mundo. Dentre os diversos
piretréides sintetizados, 0s mais estaveis e de maior sucesso estar a cipermetrina,
deltametrina, fenvalerato, permetrina, flumetrina, cialotrina e ciflutrina (Oba e Dell
Porto, 1984). Os piretréides apresentam como caracteristicas a baixa toxicidade,
tanto ao homem como aos animais, a facilidade de degradacdo ambiental e uma alta
eficacia no controle antiparasitario (Williams, 1991).

No final da década de 90, comecaram a aparecer associacdes de acaricidas
no intuito de inibir e retardar a resisténcia aos compostos existentes. Combinacdes
entre cipermetrina, clorfenvinfds, diclorvos, deltametrina, etion e outras classes
foram formuladas (Jonsson e Matschoss, 1998) e estdo presentes até hoje no
mercado brasileiro.

Com o aparecimento de resisténcia cruzada entre os piretroides e os DDTs

retomou-se o0 uso das amidinas. Que logo estimularam o desenvolvimento de novos
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ativos como as lactonas macrociclicas, as benzoilfenilureas, as spinosinas e 0s

fenilpirazois (Corgozinho, 2008).

As lactonas macrociclicas, constituem, uma moderna classe que tém
demonstrado atividades nematocida, acaricida e inseticida. Inicialmente isolada no
Japao, em uma amostra de solo da cidade de Kawana, em 1976, produzidas a partir
de secrecdes naturais de um actinomiceto, o Streptomyces avermetillis. Esta classe
tem fortalecido o arsenal quimico utilizado no controle de artropodes, tanto na
agricultura como na pecuaria (Lasota e Dibas, 1991). A acdo das avermectinas
consiste em produzir uma paralisia flacida, provocada pelo bloqueio da transmissao
neuro-muscular induzida pelo acido gama-aminobutirico (GABA) (Campbell, 1981),
via inibicdo do fluxo dos ions CI- para o interior da célula nervosa (Postal et al., 1995;
Bobe et al., 1998; Gant et al., 1998; Aajoud et al., 2003).

Na classe das Benzoilfenilureas, o fluazuron apresenta atividade seletiva
contra carrapatos (Taylor, 2001). E altamente lipofilico, liga-se a gordura, e é
excretado no leite. Apresenta um tempo maior de espera para o abate e para o
consumo humano, apos a sua utilizacao (Bull et al., 1996).

As Spinosinas, representadas pelo spinosad, apresenta modo de a¢édo Unico
que envolve rompimento da ligacdo da acetilcolina aos receptores nicotinicos na
célula pos-sinaptica (Ware, 2000). Possui maior eficacia sobre as ninfa e as larvas
em comparagdo com formas adultas, e protecdo contra reinfestagbes por R. (B.)
microplus (Davey et al., 2001).

Atualmente, no Brasil, existem populacdes resistentes de R. (B.) microplus aos
organofosforados, piretréides, amidinas, lactonas macrociclicas e, em menor grau,
aos fenilpirazois (Cid, 2012) e as benzofenilureas (Reck et al, 2014).

Sobre a classe dos Fenilpirazdis, o fipronil, seu Unico representante disponivel
até o momento, existem recentes relatos de resisténcia (Cuore et al., 2007; Castro-
Janer et al., 2010a,b; Miller et al., 2013).

E possivel verificar que a busca por novas moléculas com ac&o antiparasitaria,
na maioria das vezes, é impulsionada pelo desenvolvimento de resisténcia aos
compostos quimicos, reducgdo da toxicidade, reducgéo do efeito residual no ambiente,
maior seguranca, € menores periodos de caréncia para abate dos animais
(Corgozinho, 2008).
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Apesar do grande numero de produtos disponiveis no mercado, estes nao
representam mais que sete classes com acéo antiparasitaria. Portanto, ao contrario
do que se pensa, esta grande quantidade de produtos ndo se traduz em uma ampla
variedade de opcdes. Com raras excecdes, 0 mercado apresenta muitos produtos
com 0s mesmos principios ativos, distribuidos em poucas classes efetivamente
distintas (Barros, 2005). Assim, pesquisas por novos farmacos levaram a descoberta
de uma nova molécula, o Arilpirazol, que surge como uma alternativa promissora

para o controle de ectoparasitos em bovinos.

2.6. Arilpirazol

De nome comum Sisapronil, pertencente a classe dos Fenilpirazéis, possui
férmula molecular C1sHsCl2FsNa4 e peso molecular 465,13 g/mol (Arilpirazol - Zoetis,
Brasil).

Por ser um inseticida de “nova geracdo”, da mesma classe do Fipronil,
acredita-se que o mecanismo de acéo do Arilpirazol, também, esteja envolvido com
0 bloqueio da transmissao de sinal pela inibicdo do neurotransmissor acido y-
aminobutirico (GABA) presente no inseto (Raugh, et al., 1990). Através da ligacao
aos canais de cloreto, inibe o fluxo dos ions CI para o interior da célula nervosa,
resultando na excitacdo excessiva do sistema nervoso, paralisia e morte do
artrépode (Postal, et al., 1995; Bobe, 1998; Gant et al., 1998; Aajoud et al., 2003).

De uso injetavel, pela via subcutanea, espera-se que o Arilpirazol ndo sofra
reducdo de sua persisténcia contra reinfestagdo por parasitos, devido a degradacao
causada pela exposicdo a luz solar, assim como o Fipronil (Davey et al., 1999),
presente hoje no mercado somente em apresentacdes de uso externo. Além disso,
produtos de uso topico, sdo menos preferidos pelos proprietarios e/ou veterinarios.
Tais produtos sdo mais expostos a acao ambiental, a remo¢ao mecanica pela chuva,
a fotélise que promove degradacédo e fotossensibilizacdo na pele dos animais. Sem
contar com a exposi¢do crénica do homem aos residuos do farmaco, nocivos ao

organismo.
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3. OBJETIVOS

Os experimentos aqui relatados objetivaram estudar o perfil farmacocinético
em plasma bovino de uma formulacdo inédita contendo Arilpirazol (2,0 mg/Kg) e
seus efeitos terapéutico e preventivo contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
Haematobia irritans, larvas de Dermatobia hominis e larvas de Cochliomyia
hominivorax.

Como objetivos subsidiarios, avaliou-se, ainda, eventuais efeitos colaterais de

intoxicacao sistémica e reacdes adversas no local de aplicacao do Arilpirazol.

4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em conformidade com os principios éticos
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal
(CONCEA), respeitando as boas praticas clinicas (VICH guideline GL9, EMEA,
2000), sendo aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, FCAV/UNESP (Protocolo n°
008238/17).

Foram realizados cinco estudos clinicos para avaliar os paramétros
farmacocinéticos e as eficacias terapéutica e residual do Arilpirazol, formulacéo
ainda ndo comercializada no mundo, fornecida pela Zoetis, Brasil, Saude Animal, na
dose de 1mL/50Kg (2,0 mg/kg), contra infestacdes naturais de Rhipicephalus (B.)
microplus, Haematobia irritans, larvas de Dermatobia hominis e de Cochliomyia
hominivorax (Tabela 1). Os bovinos do grupo controle foram tratados com o veiculo
da formulacao, na dose de 1mL/50kg.

Foram incluidos apenas animais com bom estado nutricional e que né&o
receberam qualquer tratamento ectoparasiticida e/ou endectocida nos 120 dias
anteriores ao inicio dos estudos.

Todos foram examinados fisicamente, por um veterinario com a devida
experiéncia, incluindo, entre outros, avaliagdo do local de aplicacdo do farmaco

(regido cervical).
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Os bovinos foram identificados com brincos numerados, afixados a orelha

esquerda e previamente vacinados contra importantes enfermidades (Febre Aftosa,
Raiva e Clostridioses).
Os animais foram medicados via subcutanea, na linha média lateral do lado
esquerdo do pescoco, utilizando-se técnicas de assepsia, agulha 30x12 e seringas
apropriadas (3, 5 ou 10mL), de acordo com o peso corpéreo aferido, antes do
tratamento (dia —1), em balanca calibrada, em cada estudo.

Observagbes clinicas de sinais de intoxicacdo sistémica e do local de
aplicacdo foram realizadas previamente e decorridas 2, 6 e 24 horas apds o
tratamento, em todos os bovinos. Apés esse periodo, foram realizadas avaliacdes
diarias de saude que incluiram: aspecto fisico geral, comportamento e aparéncia da
urina e das fezes, até o término dos estudos. Caso fosse constatada alguma
anormalidade, o animal passaria por uma avaliacdo minuciosa, com coleta de
material necessario para exame laboratorial (p. ex. sangue), a fim de elucidar o

possivel quadro clinico.

Tabela 1. Descricdo dos estudos para avaliacdo do perfil farmacocinético da nova
formulagédo Arilpirazol e de sua atividade contra ectoparasitos.

NUmero total de

NUumero Tipo de estudo Parasito alvo bovi
ovinos
| Perf_ll L 08
farmacocinético
Rhipicephalus
I Carrapaticida (Boophilus) 20
microplus
1] Mosquicida Haematobia irritans 30
Y, Bernicida Dermatobia hominis 20
(Larvas)
Miiases escrotais Cochliomyia
\ hominivorax 30

(Preventivo) (Larvas)
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4.1. Perfil farmacocinético - Estudo |

Para determinacdo do Arilpirazol em amostras de plasma sanguineo, foram
utilizados oito bovinos mesticos de 16 a 24 meses de idade (quatro machos e quatro
fémeas), pertencentes a uma propriedade situada no municipio de Formiga, Minas
Gerais.

Amostras de sangue (10 mL em tubo contendo heparina) foram coletadas de
cada animal, pela veia jugular, nos dias -14 (para confirmacdo de isencdo do
principio ativo e sele¢do dos bovinos), 0 (antes do tratamento com Arilpirazol), 1, 3,
5,7, 14, 21, 28, 42, 56, 70, 84, 98, 112, 126 e 140 pés-tratamento. Decorridos no
maximo duas horas ap0ds as coletas, as amostras eram centrifugadas por 15 minutos
a 1.200g. O plasma obtido de cada amostra foi subdividido e transferido para quatro
tubos plasticos (tipo “eppendorf’) de 1,5mL (duplicata). Em seguida, foram
acondicionadas em freezer a temperatura inferior a -20°C, até o envio para extracdo
do ativo no laboratorio TASQA Servicos Analiticos Ltda., localizado em Paulinia, Séo
Paulo.

As amostras foram extraidas via precipitacdo proteica, seguida de particdo
liquido-liquido e purificacao via ultracentrifugacédo e filtracdo. A etapa cromatografica
foi realizada via UPLC-MS/MS, utilizando cromatografo liquido de ultra eficiéncia —
UPLC (Waters), espectrobmetro de massas — TQD MS/MS (Waters) — LC-10 e
software de gerenciamento de massas MassLynx, para deteccao e quantificacéo de
analitos. A fase mével empregada foi agua + 0,1% Acido Férmico e Acetonitrila +
0,1% Acido Foérmico em um programa gradiente. Utilizou-se como faixa de
linearidade obtida na etapa de validac&o: 1,0 a 1000,0 ng/mL 1 de Arilpirazol.

Para efeito de controle de qualidade, foram analisadas amostras antes de
cada conjunto, objetivando garantir as mesmas condi¢cdes analiticas da etapa de
validacdo para todas as amostras de plasma coletadas. Foram avaliados controles
de qualidade nas concentragfes 3,0 e 300 ng/mL, cujo critério de aceitacdo foi de
85 a 115%. Para estas andlises, utilizou-se o Fipronil como parametro interno.

Os parametros farmacocinéticos foram estimados utilizando técnicas néo

compartimentais com o software WinNonlin™ Enterprise (Modelo 200 (dosagem
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extravascular, método trapezoidal linear, ponderacdo uniforme), Versao 5.2, Build
200701231637 (Pharsight Corporation)).

Os seguintes parametros foram determinados: area sob a curva de
concentracdo plasmatica versus tempo (AUC), concentracdo maxima alcancada pelo
ativo (Cmax), tempo para obtencdo da concentragdo maxima (Tmax), tempo médio de
meia vida terminal (T12), e o tempo que o medicamento, em média, permanece

inalterado no organismo (MRTo-t).

4.2. Eficacia contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus - Estudo Il

Vinte bovinos, machos, da raca Canchim, pertencentes a uma propriedade
rural do municipio de Sdo Jodo da Boa Vista, Sdo Paulo, Brasil, com idade entre 12
e 24 meses, naturalmente infestados por R. (B.) microplus, foram randomizados em
dois grupos (Controle/veiculo e Arilpirazol), com base na média de trés contagens
consecutivas (dias -3, -2 e -1) de fémeas de R. (B.) microplus, entre 4,5 e 8,0 mm de
comprimento, presentes no lado esquerdo de cada animal (Wharton e Utech, 1970).

Os animais permaneceram juntos em pastagem de Urochloa decumbens
durante todo o experimento. Os efeitos terapéutico e residual do composto
Arilpirazol, contra R. (B). microplus foram avaliados utilizando-se o mesmo critério de
guantificacdo de partendginas, nos dias 3, 7 e semanalmente até o 91° dia pos-
tratamento (DPT).

Médias aritméticas foram utilizadas para calcular os percentuais de eficacia
da formulagéo Arilpirazol, em cada data de contagem de carrapatos, segundo
Gonzales et al., (1993):

TaxChb
Th xCa

Percentual de eficacia = [ 1- } x 100

Em que:

Ta = numero médio de partenéginas contadas nos animais tratados apos a
medicacao;

Tb = nimero médio de partendginas contadas nos animais tratados nos trés dias

anteriores ao tratamento;
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Ca = numero médio de partendginas contadas nos animais controle no periodo apés
inicio do experimento;
Cb = nimero médio de partendginas contadas nos animais controle nos trés dias

anteriores ao tratamento.
4.3. Eficacia contra Haematobia irritans - Estudo lll

O estudo foi conduzido no municipio de Aracatuba, Sdo Paulo, Brasil. Para
tal, foram selecionados 30 bovinos mesticos, machos, com idade entre 14 e 24
meses, infestados naturalmente por H. irritans (“mosca-dos-chifres”).

Os animais foram randomizados em dois grupos (Controle/veiculo e
Arilpirazol), com base na média de duas contagens consecutivas (dias -2 e -1) de
moscas presentes em toda a superficie corpérea de cada animal. Os bovinos,
ordenados em ordem decrescente, de acordo com as quantificacbes de moscas,
foram distribuidos em 15 blocos de dois animais cada, e dentro de cada bloco,
aleatoriamente alocados aos grupos experimentais. Apos tratamento (dia zero), tais
grupos, permaneceram durante todo estudo, em piquetes cultivados por U.
decumbens, separados por uma distancia de 5km.

Para avaliar os indices de eficacias terapéutica e residual da nova molécula
(Arilpirazol), contagens de H. irritans foram realizadas nos dias 3, 7, 14, 21, 28 e 35
pos-tratamento. Tais contagens foram efetuadas, por duas pessoas situadas uma de
cada lado do animal, sempre entre 7 e 10 horas da manha, conforme recomendado
por Maciel et al., (2015).

Para o célculo dos percentuais de eficacia, em cada data de contagem, foi
utilizada a formula descrita por Amaral (1993), adaptada de Roulston et al., (1968):
a-b

a

Percentual de Eficacia = X 100

Em que:
a: numero médio de H. irritans no grupo controle.

b: nimero médio de H. irritans no grupo tratado.
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4.4. Eficécia contralarvas de Dermatobia hominis - Estudo IV

Foram utilizados 20 bovinos mesticos, machos, com idade entre 12 e 24
meses, pertencentes a uma propriedade localizada no municipio de Formiga, Minas
Gerais, Brasil. Os animais permaneceram juntos no mesmo piquete, formado por U.
decumbens, durante todo o estudo.

Nos dias -2 e -1 foram realizadas contagens de nédulo contendo larvas vivas
de D. hominis (berne) presentes em todo o corpo de cada animal, mediante leve
compressdo dos mesmos (inspecdo tactil-visual). No dia zero, anterior & medicacao,
os 20 animais selecionados foram randomicamente distribuidos nos grupos de
tratamentos (controle/veiculo e Arilpirazol), de acordo com as médias das contagens
de larvas vivas de D. hominis.

Para avaliar a eficacia terapéutica, como a residual, da formulagéo, foram
realizadas quantificacfes de larvas vivas de D. hominis, nos dias 3, 7, 14 e a cada
sete dias, até o 84° dia pos-tratamento.

Os resultados (médias) das contagens foram utilizados para o calculo dos
percentuais de eficacia do Arilpirazol, em cada data de contagem, utilizando-se a
férmula descrita por Amaral (1993), adaptada de Roulston et al., (1968):

a-b

Percentual de Eficacia = X 100

Em que:
a: numero médio de larvas vivas de D. hominis no grupo controle.
b: nimero médio de larvas vivas de D. hominis no grupo tratado.
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4.5. Eficécia preventiva contra larvas de Cochliomyia hominivorax - Estudo V

A eficacia preventiva do Arilpirazol foi avaliada contra larvas de Cochliomyia
hominivorax (miiases) em bolsas escrotais de bovinos orquiectomizados, mantidos
em uma propriedade situada no municipio de Formiga, Minas Gerais.

Trinta animais adultos foram selecionados e randomizados, com base no
peso corporal, em dois grupos de 15 bovinos cada (Controle/veiculo e Arilpirazol).

Todos foram orquiectomizados apods leve sedacdo com Cloridrato de
Xilazina 2% (1mL/100kg), seguido da aplicacdo de 5mL de Xylocaina 2%, como
anestésico local, na regido percutanea do corddo espermatico e na base distal da
bolsa escrotal (“tampa”). Apds incisdo da bolsa, realizou-se o processo de
orquiectomia dos 30 animais pelo método cruento (Hendrickson, 2010). O tratamento
foi realizado imediatamente apds o procedimento.

As lesbes escrotais foram cuidadosamente examinadas, diariamente, do 1°
até o 15° dia pos-castracdo, quanto a presenca/auséncia de massas de ovos e/ou de
larvas de C. hominivorax (miiases) para verificar a agéo preventiva do Arilpirazol.

Os percentuais de eficacia em cada data de avaliagdo, foram calculados
utilizando a formula descrita por Amaral (1993), adaptada de Roulston et al., (1968):

Eficacia = miiases ativas no grupo controle — miiases ativas no grupo tratado x 100
miiases ativas no grupo controle

Apos o0 término do estudo, todos os animais do grupo controle foram
medicados e acompanhados diariamente, até o 23° dia pds-orquiectomia/tratamento,

guando ocorreu a completa cicatrizacdo das lesdes escrotais.

4.6. Andalise estatistica

Os parametros farmacocinéticos (Estudo 1) foram determinados com base
nas curvas de concentracdo plasméatica do Arilpirazol versus tempo (140 dias)
obtidas por UPLC-MS/MS, empregando o programa WinNonlin (versdo 5.2,

Pharsight Corporation), método ndo-compartimental.
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Os resultados das quantificacfes dos parasitos; R. (B.) microplus, H. irritans,
larvas de D. hominis e de C. hominivorax (Estudos Il a V), foram analisados
utilizando-se a metodologia proposta por Little e Hills (1978), ou seja, os dados de
cada estudo foram transformados em log (x+1) e analisados por um modelo linear
misto para medidas repetidas. Tal modelo incluiu os efeitos fixados para os
tratamentos, dia do estudo e suas interagbes (SAS V9.1). Os efeitos da
randomizacao incluiram o bloco, interacdes entre estes e o tratamento. Diferencas

entre os tratamentos foram avaliadas ao nivel de significancia de 5% (P<0,05).

5. RESULTADOS

Nenhum sinal clinico de intoxicacdo sistémica ou de reacdo no local de
aplicacdo foi observado nos animais antes e/ou apdés a administracdo dos
tratamentos.

Na Tabela 2 estdo registrados os valores individuais, em duplicata, da
concentracdo plasmatica de Arilpirazol. Pode-se observar que todas as amostras
pré-doses apresentaram resultados inferiores ao limite de deteccdo (LD = 0,3
ng/mL). Na dUltima data de coleta (D140), sete animais ainda apresentavam
concentracbes mensuraveis de Arilpirazol maiores que o limite minimo de
quantificacdo (LQ = 1,0 ng/mL).

Arilpirazol atingiu a circulacédo rapidamente um dia apos o tratamento, em sete
dos oito bovinos, apresentou seus maiores niveis de concentracao plasmatica entre
0 12° e 0 16° DPT e foi lentamente eliminado até o 140° DPT (Figura 1).

Na Tabela 3 temos a sintese dos valores médios encontrados para 0s
parametros farmacocinéticos avaliados, foram necessarios 15,8 dias (Tmax) para que
o farmaco atingisse o pico de concentracdo plasmatica de 74,8 ng/mL (Cmax). Ainda,
observa-se que o tempo de meia vida terminal (Ti2) foi de 23,0 dias, 0 MRTo-t
alcancou 48,3 dias, e a area sob a curva de concentracdo plasmatica pelo tempo foi
de 3950,0 ng.d/mL (AUC).
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Figura 1. Curva de concentracdo média plasmatica (n=8) do Arilpirazol (2,0 mg/kg),
administrado via subcutanea em bovinos (Estudo I).

Tabela 3. Parametros farmacocinéticos do Arilpirazol, em bovinos, apos
administracao subcutanea de 2mg/kg de peso corporal.

Parametro Valor médio
AUC (ng.d/mL) 3950,0
Cmax (ng/mL) 74,8
Tmax (d) 15,8
Ta2 (d) 23,0

MRTo-t (d) 48,3
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Tabela 2. Valores individuais em duplicata, da concentracao plasmatica de Arilpirazol (ng/mL) em bovinos mesticos (Estudo ).

Dia pés-tratamento / Concentracdo plasmatica de Arilpirazol (ng/mL)

Animal

0 1 3 5 7 14 21 28 35 42 56 70 84 98 112 126 140
01 <LD 3,61 9,07 19,04 2851 61,15 58,83 50,44 42,16 34,17 26,60 30,00 17,80 12,40 13,81 9,27 5,77
01 <LD 435 7,09 18,42 25,66 53,81 56,18 47,32 42,98 33,45 34,30 33,10 22,30 10,80 13,86 8,16 6,77
02 <LD 3,94 12,44 28,49 33,60 38,34 40,96 36,29 33,48 28,01 3390 26,80 16,80 11,50 9,74 6,44 3,98
02 <LD 3,07 10,84 24,85 31,49 37,05 41,28 34,23 34,29 2794 30,90 27,50 18,60 12,20 8,94 6,29 3,84
03 <LD 12,84 3558 43,51 46,94 73,19 66,69 63,50 4528 38,91 3560 30,60 18,10 990 756 3,67 231
03 <LD 13,42 36,33 36,83 47,54 68,94 63,69 6592 47,68 36,77 33,30 25,00 1570 9,00 6,70 3,68 1,99
04 <LD 6,46 24,73 53,94 65,21 122,99 97,15 7859 58,43 47,25 31,40 19,80 13,00 6,70 552 250 1,96
04 <LD 6,21 24,97 50,83 61,36 117,86 93,53 7543 59,69 51,75 29,90 19,20 12,30 6,20 5,13 293 2,15
05 <LD 11,06 30,50 41,61 52,40 70,89 63,59 52,34 44,20 41,09 3290 27,60 23,20 16,00 9,88 6,01 2,72
05 <LD 10,03 28,10 38,47 4893 67,88 60,45 52,65 43,17 41,16 35,70 30,30 26,40 13,30 9,32 5,82 3,65
06 <LD 6,99 13,66 23,40 32,17 64,33 48,03 52,19 37,35 4466 31,30 31,40 23,80 13,10 9,12 6,11 3,58
06 <LD 6,85 14,86 26,00 31,96 64,78 48,60 48,21 38,35 41,42 3250 32,30 2390 13,00 7,54 6,96 3,37
07 <LD 3,08 7,58 18,19 2398 82,45 76,46 58,70 42,69 4050 31,10 32,40 1890 10,00 8,76 5,41 3,90
07 <LD 2,85 8,19 18,83 2255 74,11 78,83 61,02 4561 4093 31,30 2850 21,90 11,70 8,82 5,37 5,02
08 <LD <LD 12,10 50,06 54,12 140,26 101,48 57,86 42,85 3527 19,60 1510 750 500 385 1,35 <LQ
08 <LD «<LD 12,33 47,30 52,01 136,32 10598 60,17 4193 3511 20,60 1510 750 550 293 117 <LQ

LD =0,3 ng/mL

LQ =1,0 ng/mL
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No momento (D14) das avaliagdes das infestacdes pelos ectoparasitos,
acerca da concentracdo maxima média plasmatica de Arilpirazol (Cmax = 74,8 ng/mL)

com 15,8 dias (Tmax), foram registrados os menores indices de parasitismo, exceto

para H. irritans (Figura 2).
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Figura 2. Comparacgdo entre a curva de concentracao plasmatica de Arilpirazol e os
ndameros médios de R. (B.) microplus, H. irritans, D. hominis e de miiases
ativas de C. hominivorax, nos bovinos medicados, via subcutédnea, com

2,0 mg/kg.

Durante as observacbes gerais de saude dos animais pés-tratamento,
verificou-se no estudo de eficacia contra R. (B.) microplus, em alguns animais do
grupo controle, a presenca de elevado parasitismo por R. (B.) microplus, o qual foi
motivo para remocdo e tratamento de um animal (03) no 84°DPT com produto
carrapaticida de conhecida eficacia, conforme pode ser observado na Tabela 4, que
registra as quantificagdes de partenoginas. Este elevado parasitismo favoreceu a
ocorréncia de larvas de Cocliomyia hominivorax (“miiases”). Cada vez que isto
acontecia, os animais recebiam tratamento local que constituiu na remogao das
larvas e aplicacdo topica de iodo 5%. Por outro lado, nos bovinos medicados com

Arilpirazol, ocorreu uma reducgéo significativa (P<0,05) das contagens médias de
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fémeas de R. (B). microplus, em todas as datas de contagens pos-tratamento (3° ao
91° DPT). Os niveis de eficacia anti-ixodidica foram superiores a 95,00% do 7° ao
56° DPT, mantiveram-se acima de 90% até o 63°DPT e, em seguida, reduziram até
0 91° DPT (43,93%), conforme pode ser observado na Tabela 5. Na Figura 3 estado
ilustradas as analises estatisticas.

Tabela 4. Contagens de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (entre 4,5 e

8,0 mm de comprimento) presentes no lado esquerdo de bovinos dos
grupos controle e tratado com Arilpirazol. Médias aritméticas (Estudo II).

Nl]:;r;ero Grupo NUmero de fémeas de R. (B.) microplus / Dias pos-tratamento (DPT)

bovino 0* 3 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91
01 24,7 44 56 51 43 37 39 23 17 23 20 25 29 18 13
02 54,0 82 112 89 98 77 61 39 25 45 49 63 71 40 32
03 67,0 88 81 96 129 101 99 123 181 123 190 215 175 223 NR
04 38,3 53 102 78 71 61 65 39 21 18 34 30 31 45 42
05 g 64.0 84 108 99 88 90 69 69 56 51 68 102 90 64 51
06 % 44,0 27 35 31 38 30 34 31 32 28 30 36 39 39 29
07 © 73,3 92 104 97 85 65 71 67 34 43 40 44 51 49 52
08 93,0 101 98 116 89 88 91 69 55 61 61 76 81 42 43
09 48,0 46 44 41 37 33 35 15 15 19 27 39 29 15 16
10 34,3 50 67 82 79 70 79 60 68 58 65 62 70 41 45
Total 541 667 807 780 757 652 643 535 504 469 584 692 666 576 323
Média 54,0 66,7 80,7 78,0 757 652 643 535 504 46,9 584 69,2 66,6 57,6 35,8

01 46,7 38 4 4 0 0 2 2 0 0 0 0 1 5 8
02 46,0 17 3 6 1 1 0 3 0 0 0 0 0 3 5
03 37,0 9 4 2 2 1 1 3 5 2 0 0 0 9 13
04 _ 66,3 23 1 0 0 0 2 1 0 1 0 0 7 2 7
05 g 77,0 21 2 0 2 1 3 0 3 2 1 0 0 0 3
06 % 86,0 16 5 3 6 2 2 7 8 8 23 43 67 78 67
07 < 64,0 6 0 1 0 0 1 1 0 0 0 9 17 29 28
08 53,0 4 2 0 6 2 0 0 0 1 0 9 12 24 27
09 33,3 3 3 4 5 4 1 5 6 5 3 10 38 25 35
28,0 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 2 13 5 7
Total 537 139 26 22 25 14 15 25 25 22 30 73 155 180 200

Média 53,7 139 26 22 25 14 15 25 25 22 30 73 155 18,0 20,0

*0 = média das contagens nos dias -3, -2 e -1.
NR = N&o realizado
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Tabela 5. Resultados estatisticos das contagens de fémeas de R. (B.) microplus
presentes em bovinos naturalmente infestados, pertencentes aos
grupos controle e tratado; percentuais de eficacia (Estudo Il).

Dia pos- Grupos Experimentais /Média™ =[Y log(x+1)]/n L
tratargento Gl: Controle (Veiculo) GllI: Arilpirazol Eficacia (%)
o* 3,94337 A 3,94510 A -

3 4,14175 A 2,39991 B 79,03
7 4,33620 A 1,17722 B 96,76
14 4,29698 A 0,94415 B 97,16
21 4,26495 A 0,99602 B 96,68
28 4,11586 A 0,72724 B 97,84
35 4,11787 A 0,81479 B 97,65
42 3,84418 A 1,05150 B 95,30
49 3,65705 A 0,87075 B 95,01
56 3,70745 A 0,89588 B 95,28
63 3,87948 A 0,66438 B 94,83
70 4,04544 A 1,18859 B 89,39
77 4,05357 A 1,87500 B 76,58
84 3,79450 A 2,26186 B 68,56
91 3,51839 A 2,66757 B 43,93

* Medias das contagens entre os dias -3, -2 e -1.
** Médias seguidas pela mesma letra na linha né&o diferem entre si (P>0,05).
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Figura 3. Percentuais de eficacia do Arilpirazol contra R. (B.) microplus, parasitando
bovinos naturalmente infestados. Médias aritméticas (Estudo II).
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Com base nos resultados estatisticos, expressos na Tabela 6 e ilustrados na
Figura 4, pode-se inferir que a formulagdo contendo Arilpirazol reduziu
significativamente (P<0,05) as contagens de H. irritans, em relacdo ao grupo
controle, do 1° ao 35° DPT, alcancando eficacia mosquicida maxima de 89,73% no
32 DPT. No 7° e 14° DPT os indices de eficacia contra H. irritans alcancados pela
nova formulagédo foram de 83,18% e 78,97%, respectivamente. Posteriormente, os
valores de eficacia decresceram, atingindo 70,69%, 61,38% e 56,52% no 21°, 28° e
35° DPT, respectivamente.

Na avaliacdo contra larvas de D. hominis (Tabela 7), os bovinos medicados
com Arilpirazol apresentaram contagens de noédulos larvados estatisticamente
inferiores (P<0,05) as do grupo controle em todas as datas experimentais poés-
tratamento (3° ao 84° DPT). Com base nos registros referentes aos percentuais de
eficAcia do composto avaliado (Figura 5), observa-se que o Arilpirazol foi capaz de
superar em oito datas experimentais (14° ao 63° DPT), o indice de 90,00%,
alcancando eficacia maxima bernicida (100,00%) em trés datas experimentais (14°,
21° e 28° DPT).

Tabela 6. Resultados estatisticos das quantificacbes de H. irritans presentes em
bovinos pertencentes aos grupos controle e tratado (Arilpirazol); indices
de eficacia (Estudo II).

Dia pos- Grupos Experimentais /Média** =[} log(x+1)]/n Eficacia

tratamento Gl: Controle (Veiculo) GllI: Arilpirazol (%)
o* 4,477282638 A 4,471093255 A -
1 4,524710714 A 3,366700213 B 68,58
3 4,54676475 A 2,222344961 B 89,73
7 4,733707009 A 3,003395692 B 83,18
14 4,803158551 A 3,30397036 B 78,97
21 4,806363074 A 3,628144058 B 70,69
28 4,759313609 A 3,847332809 B 61,38
35 4,7727955 A 3,977990836 B 56,52

* Medias das contagens entre os dias -2 e -1,
** Médias seguidas pela mesma letra na linha n&o diferem entre si (P>0,05).
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Figura 4. Percentuais de eficacia do Arilpirazol contra H. irritans em bovinos

naturalmente infestados, médias aritméticas (Estudo IlI).

Tabela 7. Estatistica das contagens de larvas vivas de D. hominis presentes em

bovinos pertencentes aos grupos controle e tratado (Arilpirazol);
percentuais de eficacia (Estudo 1V).

Dias pos- Grupos ExPerlmentals /Média =[Zlog(xfr1_)]/n Eficacia (%)

tratamento Gl: Controle (Veiculo) GlI: Arilpirazol
0* 2,688952091 A 2,679782281 A -
3 2,646940399 A 2,242868281 B 35,78
7 2,612360209 A 1,427773412 B 74,91
14 2,425691195 A 0B 100,00
21 2,570774483 A 0B 100,00
28 2,557256454 A 0B 100,00
35 2,558141882 A 0,207944154 B 98,06
42 3,171834333 A 1,114359941 B 91,04
49 3,787612218 A 0,566296048 B 98,23
56 3,846607993 A 0,606842559 B 98,18
63 3,802241467 A 1,440329722 B 92,64
70 3,829009692 A 1,962038718 B 86,42
77 3,809593221 A 2,338841188 B 78,77
84 3,670482823 A 2,704401654 B 63,56

* Medias das contagens entre os dias -2 e -1;
** Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si (P>0,05).
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Figura 5. Percentuais de eficdcia do Arilpirazol contra larvas de D. hominis em
bovinos naturalmente infestados, médias aritméticas (Estudo 1V).

by

O estudo clinico referente a atividade profilatica contra larvas de C.
hominivorax (Tabela 8) revelou que o Arilpirazol, na dose e via de administragao
utilizadas, ndo impediu a deposicdo de massas de ovos de califorideos nas bordas
das lesGes escrotais. A presenca de larvas ativas de C. hominivorax no grupo
controle foi constatada do 2° ao 15° DPT. Por outro lado no grupo tratado, a
presenca de larvas foi diagnosticada somente até o 9° dia poés-tratamento. Os
nameros totais de miiases ativas no grupo medicado com Arilpirazol foram
significativamente (P<0,05) inferiores aos registrados no grupo controle do 5° ao 15°
DPT. Os indices de eficacia mantiveram-se crescentes do 3° (25,00%) ao 10° DPT,
data em que o Arilpirazol alcancou 100,00% de eficacia, ou seja, preveniu totalmente

0 aparecimento de miiases nas bolsas escrotais orquiectomizadas (Figura 6).
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Tabela 8. Andlise estatistica referente ao nimero de miiases ativas (larvas de
Cochliomuia hominivorax) presentes em bovinos orquiectomizados,
pertencentes aos grupos controle e tratado (Arilpirazol); percentuais de
eficacia (Estudo V).

Grupos Experimentais / Total de miiases ativas*

Dias pos- Gl: Controle (Veiculo) GllI: Arilpirazol Eficacia (%)
tratamento
Postura Larvas Postura Larvas
1 4 0 A 8 0 A -
2 11 4 A 11 8 A 0,00
3 12 12 A 8 9 A 25,00
4 10 14 A 9 10 A 28,57
5 4 15 A 5 10 B 33,33
6 0 15 A 4 8 B 46,67
7 0 15 A 3 6 B 60,00
8 1 15 A 4 1 B 93,33
9 1 15 A 1 2 B 86,67
10 2 15 A 2 0 B 100,00
11 2 15 A 1 0 B 100,00
12 2 15 A 0 0 B 100,00
13 3 15 A 0 0 B 100,00
14 1 15 A 0 0 B 100,00
15 1 15 A 0 0 B 100,00

*Valores de larvas seguidos pela mesma letra na linha néo diferem entre si (P>0,05).
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Figura 6. Percentuais de eficacia do Arilpirazol na prevencdo de miiase em bolsa
escrotais de bovinos orquiectomizados, expostos a infestacdo natural por
larvas de C. hominivorax, médias aritméticas (Estudo V).



33

6. DISCUSSAO

O inédito principio ativo Arilpirazol, pertencente a familia dos Fenilpirazdis,
surge como uma nova alternativa para o controle dos ectoparasitos de bovinos, visto
que ha varios relatos de resisténcia de seu Unico representante utilizado na
veterinaria (Fipronil). Introduzido na bovinocultura em meados da década de 90 (Cole
et. al., 1993), ap6s anos de uso como potente ectoparasiticida (Davey et al., 1998;
Guglielmone et al., 2000; Alberti et al., 2001), os primeiros relatos de resisiténcia do
R. (B.) microplus ao Fipronil surgiram no Uruguai e no Sul do Brasil (Cuore et al.,
2007; Castro-Janer et al., 2010a, b, 2011) e posteriormente no México (Miller et al.,
2013).

Nos quatro estudos conduzidos, a nova formulagédo contendo Arilpirazol
proporcionou contagens de ectoparasitos estatisticamente inferiores (P<0,05) as dos
grupos controles. O estudo farmacocinético realizado comprovou um longo periodo
de distribuicdo plasmatica do Arilpirazol, sem evidéncia de sinal clinico de
intoxicacao sistémica ou de reacgéo no local de aplicacéo.

O método utilizado para determinacdo dos parametros farmacocinéticos
mostrou-se especifico e seletivo para analisar o principio ativo em questdo. A partir
dos resultados obtidos, pode-se inferir que o Arilpirazol, administrado pela via
subcutanea, na dose de 2,0 mg/kg, atingiu a circulagdo sanguinea rapidamente com
quantificacdo plasmética um dia apdés a sua administracdo, apresentando notavel
concentracdo média plasmatica com 15,8 dias (Tmax) de 74,8 ng/mL (Cmax), sendo
em seguida lentamente eliminado, demostrando, portanto, longo tempo de acdo com
niveis plasmaticos quantificaveis até o 140° DPT. Tempo muito superior ao
encontrado por Cid (2012), em estudo semelhante com Fipronil, aplicado pela via
subcutanea, na dose de 1,0 mg/kg em bovinos, o qual detectou niveis plasmaticos
guantifichveis no sangue por até 21 dias apds o tratamento, com registro de pico
plasmatico (Cmax = 378,06 ng/mL) superior ao Arilpirazol (2,0 mg/kg) 10 horas
(Tmax) apos a administragdo e diminuigcdo drastica a niveis aproximados de 50
ng/mL, decorridas 24 horas do tratamento.

Os niveis plasmaticos encontrados para o Arilpirazol sdo similares aos

obtidos por Lopes et al. (2017) em estudo sobre a concentracdo plasmatica de



34

Fipronil 1,25 mg/kg + Fluazuron 2,5 mg/kg, administrados via topica (“pour-on”), os
quais observaram uma concentracdo média plasmética méxima de 73,7 ng/mL
(Cmax) para o Fipronil, 2,5 dias ap0s a sua administracao.

Os elevados niveis plasmaticos quantificados no sangue até o 140° DPT
sinalizam que o Arilpirazol certamente ndo podera ser empregado em vacas em
lactacéo.

Por ser uma molécula inédita, a auséncia de estudos na literatura com o
principio ativo em questdo, impossibilitou uma discussdo mais profunda dos
resultados encontrados.

Contra infestacfes por R. (B.) microplus, os niveis médios de eficacia anti-
ixodidica do Arilpirazol foram superiores a 90,00% do 7° ao 63° dia pos-tratamento.
Os resultados encontrados neste estudo sdo superiores aos relatados por Davey et
al. (1998), utilizando Fipronil 1,0 mg/kg, em bovinos artificialmente infestados por R.
(B.) microplus. Estes autores diagnosticaram eficacia superior a 90% somente até 56
dias pos-tratamento, fato ndo observado utilizando concentracdes de Fipronil
inferiores a 1% no mesmo estudo. Utilizando a mesma metodologia em animais
infestados artificialmente, Cuore et al. (2007) relataram percentuais de eficacias
superiores a 90% para Fipronil, na dose de 1,0mg/kg, durante 21 dias poOs-
tratamento, tempo de acgé&o inferior ao encontrado, utilizando Arilpirazol.

Estes resultados sugerem que em propriedades com problemas de R. (B.)
microplus resistentes ao Fipronil, os intervalos de tratamento dos animais podem ser
prolongados até 63 dias, quando da disponibilidade de Arilpirazol, possibilitando,
assim, que um numero menor de carrapatos complete o ciclo de vida. Entretanto,
estudos comparativos com o Fipronil em uma mesma populacao de parasitos devem
ser realizados.

O composto Arilpirazol também foi capaz de reduzir significativamente as
infestacBes de H. irritans, alcancando eficacia mosquicida maxima de 89,73% no 3°
DPT, decrescendo até atingir 56,52%, no 35° DPT. Estes resultados séao
compativeis com outros observados na literatura. Entretanto, diferem
substancialmente da elevada reducéo das infestacbes na primeira semana apds o
tratamento com Fipronil 1% “pour-on”, Bianchin et al., (1997) verificaram eficacia de

100,00% na primeira semana e uma redug¢éo para 62,00% no 35° DPT, assim como
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Barros et al., (2014) observaram 98,80% de eficacia no 3° DPT e uma reducdo a
partir da segunda semana (78,97%). Portanto, os resultados com o Arilpirazol foram
inferiores aos obtidos pelos autores supracitados. Outros ensaios devem ser
conduzidos para uma comprovacdo definitiva do Arilpirazol contra H. irritans,
inclusive com determinacdo da concentracdo de Arilpirazol nas fezes, o que
possivelmente favoreceria o controle das larvas de H. irritans no ponto critico do seu
desenvolvimento.

Contra larvas de D. hominis, o Arilpirazol demonstrou ser uma alternativa
eficaz no controle deste ectoparasito, visto que superou em oito datas experimentais
(14° ao 63° DPT), a eficacia minima de 90,00%. Eficacia maxima (100,00%) foi
detectada em trés datas (14° 21° e 28° DPT). Resultados semelhantes também
foram encontrados por Moya-Borja e Salani (1997a), que avaliaram a eficacia do
Fipronil 1,0 mg/kg “pour-on” no controle das infestacdes naturais das larvas de D.
hominis em bovinos. Os autores observaram mortalidade de 98,7% das larvas no 1°
DPT, e de 100% no 14° DPT.

No estudo contra larvas de C. hominivorax, foi verificado que, tanto nos
animais tratados com Arilpirazol, como naqueles do grupo controle, ocorreram
massas de ovos nas feridas escrotais. Entretanto, no grupo tratado, 0s ovos
apresentaram-se inviaveis, a semelhanca do estudo realizado por Barros e Vazquez
(2004), utilizando Fipronil 1% “pour-on”, simultaneamente a castracdo. A inédita
formulacdo apresentou taxa de eficacia larvicida crescente do 6° (46,67%) ao 10°
DPT, data em que alcancou 100,00% de eficacia. Resultados semelhantes foram
obtidos por Moya-Borja e Salani (1997b) com Fipronil 1% via topica. No estudo foi
observado eficacia maxima de 96,60% na prevencdo de miiases escrotais em
bovinos. Resultados similares também foram encontrados por Lima et al., (2004),
com Fipronil 1% tépico, os quais verificaram 95,00% de eficacia e protecdo parcial
até o0 21° (66,60%) e 28° DPT (50,00%). Barros e Vazquez (2004) obtiveram 95% de
eficacia por cerca de 17 dias apos a castragao.

Apesar dos resultados promissores obtidos com a utilizagdo do Atrilpirazol,
novos estudos devem ser conduzidos, sobretudo, quanto a toxicidade e ao periodo

de caréncia (carne e leite).
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7. CONCLUSOES

Arilpirazol, administrado pela via subcutanea, na dose de 1mL/50kg (2,0
mg/kg), além de longo periodo plasmatico, com pico médio de 74,8 ng/mL (Cmax)
com 15,8 dias (Tmax), apresentou-se, ainda, como um farmaco eficaz contra R. (B.)
microplus, H. irritans, D. hominis (larvas) e C. hominivorax (larvas). Constitui,
portanto, uma alternativa terapéutica inédita e promissora, destinada ao controle de

parasitos externos de bovinos.
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