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Relatorio Descritivo da Patente de invengdo para "AGENTE DE
DESINFECGAOQ".

A presente invengao refere-se a um agente de desinfecgao con-
tendo uma combinacéo especial de fenois biocidas e eventualmente deriva-
dos de fenol, bem como um ceratolitico. O agente de desinfeccdo presta-se
especialmente para combater protozoarios parasitarios, inclusive suas for-
mas permanentes.

Tais agentes de desinfecgdo tém, por exemplo, particular signifi-
cado no combate de coccidioses em animais tteis. Eimeria tenella é o cau-
sador de protozodrios da coccidiose avidria, uma doenga, que se tornaria um
problema economicamente significativo com a manutengéo intensa do piso
de pintos e galinhas. A infecgao dos animais comega apds o contato dos
oocistos esporulados, que sdo os veiculos dos esporozoarios unicelulares
infecciosos. Os esporozoarios colonizam células do intestino em cuja prote-
¢ao realiza-se o crescimento aos milhdes dos estagios parasitarios. Na pato-
logia de uma doenga por coccidiose incluem-se disenterias sanguinolentas,
gue podem provocar grandes prejuizos econdmicos devido a uma menor
absorgao alimentar e perda de peso das galinhas.

Para a profilaxia dessa doenca, utilizam-se atualmente anticoc-
cideos no valor de pelo menos 350 milhdes de ddlares americanos por ano.
O tratamento quimioterapico é realizado desde 1970 principalmente com os
ionoforos do poliéter monensina, narasina, salinomicina e lasalocida. Ao lado
da grave carga de medicamentos da galinha, a formagéo de resisténcias aos
medicamentos conta como sendo o maior problema do tratamento quimiote-
rapico. O primeiro indicio de um desenvolvimento de resisténcia é freglen-
temente o novo aumento da eliminagdo de oocistos.

Uma alternativa para o tratamento quimioterapico da coccidiose
seria a previa desinfecgdo dos galinheiros. Aqui, 0s estagios permanentes
de Eimeria, os chamados oocistos, sdo eliminados com as fezes dos animais e
junto com os restos de fezes e componentes alimentares podem persistir nos
pavimentos, nas superficies de paredes, nas fendas de muros e nas instala-

¢Oes de criagao e como fonte de infecgdo constante, provocar novas doencas
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durante um longo espago de tempo nos animais utilizados. Oocistos de Ei-
meria ainda podem ser infecciosos até um ano apos a eliminagao. Nesse
espaco de tempo, a propagacdo de oocistos por pessoas ou animais para
galinheiros vizinhos é um peso adicional.

Qocistos de Eimeria tenella tém um tamanho de 24,5-18,3 um e
formam-se aos milhdes em contatc com os ciclos de crescimento assexua-
dos em células de intestino de animais infectados. Um macrogameta femini-
no é fecundado por um microgameta masculino e forma o zigoto, que se co-
bre com duas camadas tipicas: uma camada externa lisa, que resulta apos a
fuséo dos corpos de formagado de capas WFI ("wall forming body 1) e uma
camada interna, que resulta apds a fusao dos corpos de formagao de capa
WFI ("wall forming body |l). Até o0 acabamento das duas camadas, 0 00cCisto
maduro permanece nos vacuolos parasitoforos das células de intestino infec-
tadas e somente depois, € eliminado com as fezes. Na presenga de oxigénio
comega a chamada esporulagdo: do esporo nac diferenciado formam-se,
através de uma divisdo de redugio, quatro esporocistos, que contém cada
dois esporozoarios. A esporulacdo para Eimeria tenelfa dura, via de regra, 2
a 3 dias. Somente apos seu términc 0s oocistos sao infecciosos.

Construgdo e composicao das duas paredes de oocistos s&o de
uma resisténcia bioquimico-fisiolédgica acentuada e representam uma barrei-
ra protetora eficaz para a sobrevivéncia dos germes de parasitas ao ar livre.
Enquanto a parede externa de oocistos € composta por fosfolipidios, alcoois
de cadeia longa e triglicerideos, a camada interna consiste em glicoprotei-
nas, que sao estabilizadas por pontes de dissulfeto. A proteina principal da
parede de oocistos de 12-14 kDa contém aminoacidos de serina, tirosina e
treonina e esta ligada a carboidratos. Essas proteinas emprestam aos oocis-
tos uma grande estabilidade estrutural contra calor ou frio. Os lipideos da
camada externa causam a alta resisténcia aos produtos quimicos.

Medidas de desinfecgdo fisicas simples com respeito ao calor,
frio, secagem ou radiagdo, s&o utilizaveis de modo muito limitado. Dessa
maneira, 0s oocistos s&o mortos no laboratdrio em poucos minutos a tempe-

raturas de 60-100°C, no entanto, na maioria das vezes, o efeito de desinfecgao



10

15

20

25

30

da agua quente com condi¢bes praticas no galinheiro & baixo, pois a agua
resfria rapido demais no piso do galinheiro. Tambem em limpezas de alta
pressdo com baixos tempos de agdo obtém-se apenas uma desinfecgao
parcial. Os oocistos apresentam uma consideravel forga de resisténcia con-
tra o frio. Mesmo no caso de congelamento rapido de -25°C durante 14 dias
0s oocistos de Eimeria sobrevivem e continuam infecciosos. A secagem ob-
tém um certo grau de prejuizo, porém, o processo de desinfecgdo mostrou-
se menos confiavei.

Raios gamma e de feixe de elétrons levam a partir de 3,5-4,0 kGy
a perda da capacidade de esporulagdo de oocistos, porém, seu uso nao €
praticavel devido aos altos custos para a aquisicdo dos equipamentos ne-
cessarios para a agricultura.

A maioria dos agentes de desinfeccdo quimicos eficazes contra
bactérias e virus sao ineficazes contra oocistos de Eimeria, porque suas ca-
pas s&o formadas de modo guimicamente complexo e dificultam a penetra-
¢ao de produtos quimicos. Um agente de desinfec¢ao especifico para para-
sitas precisa penetrar inicialmente pelas capas externas lipidicas dos oocis-
tos e depois, afetar as glicoproteinas estaveis das capas internas antes que
possa prejudicar os esporocistos € esporozoarios membranosos.

Em comparagdo com substancias inorganicas agressivas, tal
como soda caustica (NaOH) ou hipoclorito de sédio (NaOCl!), os oocistos de
Eimeria sao mil vezes mais resistentes do que bactérias. A capacidade de
infecgao dos oocistos ndo se perde mesmo em concentragoes > 5 % e um
tempo de acao de 120 minutos. Em paises do leste europeu, ¢ amoniaco
(NH3} é ocasionalmente utilizado com eficacia com um tempo de acao de 24
horas, contudo, simultaneamente, 0 odor incémodo da atmosfera saturada
de amoniaco € muito elevado.

Etanol (70-90 %) e formaldeido nao tém efeito satisfatério na
pratica sobre 0s oocistos resistentes de espécies de Eimeria.

Alguns derivados do fenol, especialmente o p-cloro-m-cresol,
estdo contidos como substancias ativas organicas individuais em alguns

preparados comerciais (tabela 1), além disso, também em combinagdo com
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sulfureto de carbono e cloroférmio (tabela 1). Eies sao usados na pratica
para combater a coccidiose das aves em galinheiros vazios.

Tabela 1: Agentes de desinfeccdo admitidos com eficacia contra oocistos de
Eimeria (B6hm 2000)

Nome comercial Substdncias ativas | Aplicagdo (%, h)
Calgonit sterizid P24 cresois 4%,2h
Dessau DES SPEZIAL N cresois 4%, 2h
ENDOSANFORTE S Neu cresois 4%,2h
JEME®-OKOK 5 compostos de fenol 5%, 2h
sulfureto de carbono
cloroformio
LOMASEPT® L 20 compostos de fenol 5%, 2h
sulfureto de carbono
cloroférmio
NEOPREDISAN 135-1 cresois 4%,2h
NOACK-DES ENDO cresois 4%,2h

A WO 94/17661 descreve um agente de desinfecgao com efica-
cia parasiticida, que contém um ou mais fendis em combinagdo com acidos
organicos de efeito ceratolitico, éter etilenoglicoldialguilico, bem como alquil-
sulfonatos ou —sulfatos de sodio ou potassio.

Agentes de desinfec¢ao antiparasitarios sdo testados na Alema-
nha conforme as diretrizes da Sociedade de Medicina-Veterinaria da Alema-
nha (Deutschen Veterinarmedizinischen Gesellschaft — DVG) gquanto a efica-
cia em oocistos de Eimeria tenella no ensaio de suspensao (teste de lisina),
bem como no teste de infecgao em pintos. Oocistos de Eimeria tenella, cepa
"Houghton", sdo classificados como sendo particularmente resistentes e por
isso, recomendados como organismos de teste.

Na prética, principalmente o combate de oocistos das espécies
de Eimeria € problematico. Todavia, a formac¢ao da parede de cistos no caso
de outros protozoarios, especialmente coccideos e também de vermes, é
semelhante. Consequentemente, a apresentagao acima no exemplo de es-

pécies de Eimeria pode ser transferida para esses crganismos.
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Com a aplicagao desses sistemas de teste, foi verificado, agora,
surpreendentemente, que agente contendo uma combinagao de diversos
fendis biocidas ou derivados de fendis com aplicagao simultanea de ceratoli-
ticos, supera nitidamente a eficacia desinfetante dos agentes de desinfecgao
existentes.

Conseqguentemente, a invencao refere-se a:

agentes de desinfec¢ao contendo

{a) um fenol biocida clorado

(b) um outro fenol biocida clorado ou nao clorado

{c) um outro fenol biocida nao clorado e/ou um derivado de fenol

{d) um ceratolitico.

Por fendis biocidas entendem-se aqueles compostos de fenol,
que portam um grupo OH livre e apresentam um efeito biocida. Esses fendis
podem portar outros substituintes de anel, tais como, por exemplo, halogénios,
especialmente cloro, Ci.s-alquila, Ca.e-cicloalquila, fenila, clorofeniia, benzila
e/ou clorobenzila.

Fendis biocidas ndo clorados sao, por exemplo: 2-metitfenol, 3-metil-
fenol, 4-metilfenol, 4-etilfenol, 2,4-dimetilfenol, 2,5-dimetilfenol, 3,4-dimetilfenol,
2,6-dimetilfenol, 4-n-propilfenol, 4-n-butilfenol, 4-n-amilfenol, 4-n-hexilfeno!, timol
(5-metil-2-isopropilfenol), 2-fenilfencl, 4-fenifenol, 2-benzilfenol. O 2-fenilfenol é
usado preferencialmente como fenol biocida nao clorado.

Fendis biocidas clorados sdo, por exemplo, 4-cloro-3-metilfenol
(PCMC, p-cloro-m-cresol), 4-cloro-3-etilfenol, 2-n-amil-4-clorofenol, 2-n-hexil-
4-clorofenol, 2-ciclohexil-4-clorofenol, 4-cioro-3,5-xilenol (PCMX, p-cloro-m-
xilenol), 2,4-dicloro-3,5-xilenol (DCMX, dicloro-p-xilenol), 4-cloro-2-fenilfenol,
2-benzil-4-clorofenol, benzil-4-cloro-m-cresol, 4-clorobenzil-dicloro-m-cresol.
Fendis biocidas clorados preferidos sdo 2-benzil-4-clorofenol, 4-cloro-3,5-
xilenol, 2,4-dicloro-3,5-xilenol, bem como especialmente 4-cloro-3-metilfenol.

Por derivados de fenol entendem-se aqui aqueles compostos
derivados do fenol, cujo grupo OH ¢ derivatizado, de modo que eles ndo con-
tém nenhum grupo OH livre. Esses sao preferentemente éteres fendlicos,

especialmente com alcoois alifaticos com 1 até 6 atomos de carbono. Como
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exemplo preferido menciona-se o fenoxietanol.

De acordo com uma forma de concretizagao de acordo com a
invencéo, um fenol ndo clorado com dois fendis clorados podem ser combi-
nados como substancias ativas biocidas. Um exemplo preferido é a combi-
nagao de 4-cloro-3-metilfenol, 2-fenilfeno! e 2-benzil-4-clorofenol.

No entanto, foi demonstrado, que justamente o uso de derivados
de fenol nao clorados, especiaimente fenoxietanol, junto com fendis bioci-
das, via de regra, leva novamente a um aumento de efeito.

De acordo com uma forma de concretizagao preferida, um fenol
clorado, um fenol nao clorado e um derivado de fenol nao clorado, especial-
mente fenoxietanol, podem ser usados como substancias ativas biocidas.

De acordo com uma outra forma de concretizagao preferida, dois
diferentes fendis clorados e um derivado de fenol nao clorado, especialmen-
te fenoxietanol, podem ser usados como substancias ativas biocidas.

De modo particularmente preferido, dois diferentes fendis clora-
dos, um fenol ndo clorado e um derivado de fenol ndo clorado, especialmen-
te fenoxietanol, sao usados como substancias ativas biocidas. Um exemplo
especialmente preferido é a combinagao de 4-cloro-3-metilfenol, 2-fenilfenol,
2-benzil-4-clorofenol e fenoxietanol.

Ceratoliticos sao substancias, que influenciam queratinas e em
caso extremo, podem se desnaturar ou decompor. Para os agentes de acor-
do com a invengdo, tomam-se em consideragao como ceratoliticos: acidos
organicos, tais como acido citrico, acido formico e acido salicilico; além dis-
SO, uréia, resorcinol, acido tioglicélico, sulfetos, uréia, 5-fluorouracila. De a-
cordo com a invengao, prefere-se o acido salicilico.

As substancias ativas fendlicas e o ceratolitico podem ser formu-
lados de diferente maneira para um agente de desinfecgao, sendo tomadas
em consideragao formutag¢des sdlidas ou liguidas.

Formulagdes sélidas podem ser usadas, por exemplo, na forma
de poés, poeira, granulados e outros. Essas contém usualmente excipientes
e/ou coadjuvantes. As substancias ativas podem ser misturadas com 0s ex-

cipientes e/ou coadjuvantes ou aplicadas nos mesmos.
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No entanto, sao preferidas formulagdes, por exemplo, na forma
de emulsdes, suspensdes ou especialmente solugdes. Formulagdes liquidas
pode ser aplicadas diretamente, nesse caso, trata-se preferentemente de
concentrados, que via de regra, antes do uso sdo diluidos com agua para a
concentracao apropriada.

As emulsdes 580 ou do tipe agua-em-oleo ou do tipo dlec-em-
agua. Elas sao preparadas, em que as substancias ativas sao dissolvidas ou
na fase hidréfoba ou na fase hidréfila e essa € homogeneizada com auxilio
de emulsificantes apropriados e eventualmente outros coadjuvantes, tais
como corantes, conservantes, antioxidantes, agentes de protegcao solar,
substancias aumentadoras de viscosidade, com o solvente da outra fase.

Como fase hidréfoba (6leos) sejam mencionados: 6leo de para-
fina, 6leo de silicone, 6leos vegetais naturais, tais como dleo de sésamo,
dleo de améndoas, 6leo de ricino, triglicerideos sintéticos, tal como bigliceri-
deo de acido caprilico/caprico, mistura de triglicerideos com &cidos graxos
vegetais do comprimento de cadeia Cs.12 ou outros &cidos graxos naturais
especialmente selecionados, misturas parciais de glicerideos de acidos gra-
xos saturados ou insaturados, eventualmente também contendo grupos hi-
droxila, mono- e diglicerideos dos cidos Cs/C1o. Esteres de acido graxo, tais
como estearato de etila, adipato de di-n-butirila, éster hexilico de acido lauri-
co, pelargonato de dipropilenoglicol, ésteres de um acido graxo ramificado
de comprimento médio da cadeia com alcoois graxos saturados de compri-
mento de cadeia C1s-C1s, miristato de isopropila, palmitato de isopropila, és-
ter de acido caprilico/caprico de alcoois graxos saturados do comprimento
de cadeia C1,-C+g, estearato de isopropila, éster oleilico de acido oléico, és-
ter decilico de acido olgico, oleato de etila, éster etilico de acido latico, éste-
res de acido graxo cerosos, tais como dibutiiftalato, éster diisopropilico de
acido adipico, misturas de éster derivados do mesmo, entre outros, alcoois
graxos, tais como alcool isotridecilico, 2-octildodecanol, alcool cetilestearico,
alcool oléico; acidos graxos, tal como, por exemplo, dcido oléico e suas mis-
turas.

Como fase hidrdfila sejam mencionados: agua, alcoois, tais co-
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mo, por exemplo, propilenoglicol. glicerina, sorbitol, etanol, 1-propanol, 2-
propanol, n-butanol, bem como misturas desses solventes.

Como emulsificantes sejam mencionados:

agentes tensoativos nao ionogéneos, por exemplo, oleo de ricino
polioxietilado, monooleato de sorbitano polioxietilado, monoestearato de sor-
bitano, monoestearato de glicerina, estearato de polioxietila, eter alquilfenol-
poliglicolico;

agentes tensoativos anfoliticos, tal como N-lauril-B-iminodipropi-
onato dissédico ou lecitina;

agentes tensoativos anionativos, tais como sulfatos de éter de
alcool graxo, sulfonatos ou suifatos de Cg.1g-alquila, tal como laurilsulfato de
sodio ou sulfonatos de alquila secundérios (Mersolate®, preferentemente
com um comprimento de cadeia de alquila médio de 15 atomos de carbono),
sal de monoetanolamina de éster de acido mono/dialquilpoliglicoleterortofos-
férico;

agentes tensoativos cationativos, tal como cloreto de cetiltrimeti-
laménio.

Como outros coadjuvantes sejam mencionados: substancias
aumentadoras de viscosidade e estabilizadoras de emulsao, tais como car-
boximetilcelulose, metilcelulose e outros derivados de celulose e amido, polia-
crilatos, alginatos, polivinilpirrolidona, alcool polivinilico, copolimeros de éter
metilvinilico e anidrido de acido maléico, polietilenoglicéis, ceras, acido silici-
co coloidal ou misturas das substancias citadas.

Suspensdes sao preparadas em que a substéncia ativa é sus-
pensa em um liquido de excipiente eventuaimente com adigao de outros co-
adjuvantes, tais como umectantes, corantes, conservantes, antioxidantes,
agentes de protegao solar.

Como liquidos de excipientes tomam-se em consideragdo todos
0s solventes e misturas de solventes homogéneas mencionados aqui.

Como umectantes (agentes de dispersdo) sejam mencionados
0s agentes tensoativos mencionados mais acima.

Solugdes sdo preparadas, em que a substancia ativa € dissolvi-
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da em um solvente apropriado e eventuaimente sédo acrescentados aditivos,
tais como agentes tensoativos, promotores de dissolugdo, acidos, bases,
sais tampao, antioxidantes, conservantes.

Como solventes sejam mencionados: agua, alcoois, tais como
alcandis com 1 ate 4 atomos de carbono (por exemplo, etanol, 1-propanol, 2-pro-
panol, n-butanol), alcoois substituidos aromaticamente, tais como alcool
benzilico, feniletanol; glicerina, glicdis, propilenoglicol, polietilenoglicéis, poli-
propilenoglicdis, ésteres, tais como éster etilico de acido acético, acetato de
butila, benzoato de butifa; éteres, tais como éteres alquilenoglicolalquiticos,
como éter dipropilenoglicolmonometilico, éter dietilenoglicolmono-butilico, ceto-
nas, tais como acetona, metiletiicetona, hidrocarbonetos aromaticos e/ou
alifaticos, 6leos vegetais ou sintéticos, dimetilformamida (DMF), dimetilace-
tamida, N-metilpirrolidona, 2-dimetil-4-oxi-metilen-1,3-dioxolano, bem como
misturas dos mesmos.

Agentes tensoativos para o uso nas solugdes podem ser o0s agen-
tes tensoativos enumerados acima nas emulsdes, esses sdo preferentemente
agentes tensoativos anidnicos, especialmente sulfonatos ou sulfatos de Cg.15-
alquila, por exemplo, sulfonatos de alquila secundarios (Mersolate®), preferen-
temente com um comprimento de cadeia médio de 15 atomos de carbono.

Como promotores de dissolugdo sejam mencionados: solventes,
que promovem a solugédo da substincia ativa no solvente principal ou impe-
dem sua precipitagdo. Sao exemplos a polivinilpirrolidona, éleo de ricino po-
lioxetilado, éster de sorbitano polioxietilado.

Como outros coadjuvantes ou substancias aditivas os agentes
de desinfec¢do de acordo com a invengao, ainda podem conter corretores
de dureza e/ou inibidores de corrosio.

Como corretores de dureza tomam-se em consideragao, por e-
xemplo, aditivos conhecidos do tratamento da agua, por exemplo, acidos
fosfbnicos, fosfatos em forma de cadeia ou acidos policarboxilicos de baixo
peso molecular.

Naqueles casos, nos quais os agentes de desinfecgéo de acordo

com a invengao, ainda precisam ser diluidos para a aplicagdo, as substan-
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10

cias constitutivas estdo usuaimente presentes nas seguintes concentracdes:

os fendis biocidas e eventuaimente derivados de fenol estio
normalmente contidos em uma concentragdo total de 10 até 90 % em peso,
preferentemente 10 até 50 % em peso, de modo particularmente preferido,
de 15 até 40 % em peso, em relagdo ao agente de desinfecgéo.

Preferencialmente, a proporgao de fendis biocidas cilorados para
fendis biocidas nado clorados ou derivados de fenol, encontra-se na faixa de
40:60 ate 90:10, preferentemente de 50:50 até 85:15, de modo particular-
mente preferido, de 65:35 até 82:18 (proporgGes de peso em relagédo ao pe-
so total dos fendis biocidas ou derivados de fenol contidos, a seguir, desig-
nados resumidamente, como biocidas fenélicos). Por exemplo, para biocidas
fendlicos preferidos sejam mencionadas aqui faixas de concentragdo preferi-
das {em cada caso sdo mencionados % em peso, em relagdo ao peso total
de todos os biocidas fendlicos contidos no respectivo agente):
4-cloro-3-metilfenol: 30 até 80, preferentemente 40 até 70, de modo particu-
larmente preferido, 45 até 60 %.
2-benzil-4-clorofenol: 6 até 50, preferentemente 10 até 40, de modo particu-
larmente preferido, 15 até 30 %.
2-fenilfenol: 5 até 60, preferentemente 10 até 50, de modo particularmente
preferido, 13 até 45 %.
fenoxietanol: 3 até 30, preferentemente 5 até 25, de modo particularmente
preferido, 10 até 20 %.

De acordo com uma forma de concretizagdo particularmente pre-
ferida, o agente de desinfeccdo de acordo com a invengéo, contém como
fendis Dbiocidas, uma combinagdo de 4-cloro-3-metilfenol, 2-benzil-4-
clorofenol e 2-fenilfenol, que pode conter eventualmente e de modo especi-
almente preferido, ainda fenoxietanol. As concentra¢ées de substancias ati-
vas encontram-se, entdo, nas faixas mencionadas acima.

Em geral, o ceratolitico é usado nos agentes de desinfeccédo de
acordo com a invengéo, em uma proporgido de peso em relagio aos biocidas
fendlicos de 50:50 até 10:90, preferentemente de 40:60 até 15:85, de modo
particularmente preferido, de 30:70 até 20:80. Em relagéo ao agente de de-
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sinfec¢ao pronto (usualmente concentrado), as concentragoes de ceratolitico

encontram-se, via de regra, em 1 até 30 % em peso, preferentemente em 3
até 20 % em peso, de modo particularmente preferido, 5 até 18 % em peso.

Os agentes de desinfecgao de acordo com a invencdo, contém
preferentemente agentes tensoativos e, na verdade, usualmente em concen-
tracoes de 3 até 20 % em peso, preferentemente 5 até 20 % em peso, de
modo particularmente preferido, 5 até 15 % em peso.

A fracao de solvente pode variar em amplos limites. No caso dos
concentrados, 0s solventes nao aquosos, preferentemente os alcandis com
1 até 4 atomos de carbono mencionados acima (por exemplo, etanol, 1-
propanol, 2-propanol, n-butanol) sdo empregados usualmente em quantida-
des de 15 até 65 % em peso, preferentemente de 20 até 60 % em peso, de
modo particularmente preferido, de 30 até 50 % em peso. Além do mais, 0s
agentes contém preferentemente agua e, na verdade, usualmente 0 até 30
% em peso, preferentemente 5 até 25 % em peso, de modo particularmente
preferido, 5 até 20 % em peso.

Os agentes de desinfecgdo detalhadamente descritos acima,
sdo concentrados, que sao diluidos, via de regra, com agua para a aplica-
¢ao. Solugdes prontas para a aplicagac contém usualmente 0,5 até 20 % em
volume, preferentemente 1 até 10 % em volume, de modo particularmente
preferido, 1 até 5 % em volume, de concentrado do agente de desinfecgao.
A concentragao usada pode variar dependendo da finalidade de aplicagao.
Por exemplo, nos agentes mais concentrados os tempos de agao necessa-
rios para um efeito satisfatdrio sdo mais curtos.

Tempos de agéo tipicos encontram-se, por exemplo, em 0,5 até
5 horas, preferentemente em 1 até 4 horas.

Os agentes de desinfeccao de acordo com a invengao, prestam-
se para o combate de protozodrios parasitarios e helmintos, que ocorrem no
manejo e criagao de animais Uteis, de criagdo, de zooldgico, de laboratdrio,
experimentagao e lazer. Nesse caso, eles sao eficazes principalmente contra
os estagios permanentes (estagios de cistos extracelulares).

Nos protozoarios parasitarios sdo incluidos:
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Sarcomastigophora (Rhizopoda), tais como Entamoebidae, por exemplo,
Entamoeba histolytica, Hartmanellidae, por exemplo, Acanthamoeba sp.,
Hartmanella sp.
Apicomplexa (Sporozoa), especialmente coccideos, tais como Eimeridae,
por exemplo, Eimeria acervulina, E. adenoides, E. alabahmensis, E. anatis,
E. anseris, E. arloingi, E. ashata, E. auburnensis, E. bovis, E. brunetti, E. ca-
nis, E. chinchillae, E. clupearum, E. columbae, E. contorta, E. crandalis, E.
debliecki, E. dispersa, E. ellipsoidales, E. falciformis, E. faurei, E. flavescens,
E. gailopavonis, E. hagani, E. intestinalis, E. iroquoina, E. irresidua, E. lab-
beana, E. leucarti, E. magna, E. maxima, E. media, E. meleagridis, E. mele-
agrimitis, E. mitis, E. necatrix, E. ninakohlyakimovae, E. ovis, E. parva, E.
pavonis, E. perforans, E. phasani, E. piriformis, E. praecox, E. residua, E.
scabra, E. spec., E. stiedai, E. suis, E. tenella, E. truncata, E. truttae, E. zu-
ernii, Globidium spec., Isospora belli, |. canis, |. felis, 1. ohioensis, 1. rivolta, |.
spec., | suis, Neospara caninum, Cystisospora spec., Cryptosporidium spec.,
tais como Toxoplasmadidae, por exemplo, Toxoplasma gondii, tal como Sar-
cocystidae, por exemplo, Sarcocystis bovicanis, S. bovihominis, S. ovicanis,
S. ovifelis, S. spec. e S. suihominis.
Mastigophora (Flagellata), tais como, por exemplo, Giardia lamblia, G. canis.

Além disso, Myxospora e Microspora, por exemplo, Glugea spec.
Nosema spec.

Nos helmintos sao incluidos trematédeos, ténias e nematédios.

Nos trematédeos sao incluidos, por exemplo, agentes patologicos
das familias/géneros: Fasciola, Paramphistomum, Dicrocoelium, Opisthorchis;

nas ténias sao incluidas, por exemplo, 0s agentes patoldgicos
das familias/géneros de Moniezia, Anoplocephala, Diphyllobothrium, Taenia,
Echinococcus, Dipylidium, Raillietina, Choanotaenia, Echinuria,

nos nematodios sdo incluidos, por exemplo, os agentes patolo-
gicos das familias/géneros: Strongyloides, Haemonchus, Ostertagia, Trichos-
trongylus, Cooperia, Nematodirus, Trichuris, Oesophagostomum, Chabertia,
Bunostomum, Toxocara vitulorum, Ascaris, Parascaris, Oxyuris, Oesopha-

gostumum, Globocephalalus, Hyostrongylis, Spirocerca, Toxascaris, Toxoca-
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ra, Ancylostoma, Uncinaria, Capillaria, Prosthogonimus, Amidostomum, Ca-

piltaria, Ascaridia, Syngamus, Acanthocephala.

Apesar da aplicagao contra protozoarios e helmintos, os agentes
de desinfecc@o de acordo com a invengao, podem ser usados, por exemplo,
também para o combate de bactérias, tais como, por exemplo, clostrideos,
Escherichia coli, Salmonella spec. Pseudomonas spec. Staphylococcus
spec., Mycobacterium tuberculosis € de leveduras, tais como, por exemplo,
Candida albicans e infecg¢des por fungos.

Alem disso, os agentes de desinfec¢ao também podem ser usa-
dos para combater virus, tais como, por exemplo, virus da influenza. Os vi-
rus da influenza do tipo A e tipo B s&o conhecidos. Dessa maneira, 0s virus
aviarios da influenza particularmente significativos para passaros, sdo 0s
que pertencem ao tipo A. Como exemplo sejam mencionados virus aviarios
da influenza do subtipo H5N1.

Nos animais Uteis e de criagdo sio incluidos mamiferos, tais
como, por exemplo, bovinos, cavalos, ovelhas, porcos, cabras, camelos, bu-
falos, burros, mulas, zebras, coelhos, caga grossa, renas, animais de pele,
fais como, por exempio, martas, chinchilas, urso-tavador, aves, tais como,
por exemplo, galinhas, gansos, perus, patos, pombos, faisdes, bem como
espécies de passarinhos para a criacdo doméstica e em zoologicos.

Nos animais de lazer sao incluidos caes e gatos.

Os agentes de desinfec¢édo de acordo com a invengao, prestam-
se principalmente para 0 uso na criagao de animais em massa, especialmen-
te, por exemplo, na criagdo de aves (por exemplo, na criagdo de galinhas),
na criagao de bezerros ou porcos.

Exemplos
. Exemplos de formulactes

Prescricdo de preparacao geral
Os fendis sao dissolvidos no alcool ou na mistura de alcool sob

agitagdo. A solugdo alcodlica obtida acrescentam-se agua, eventualmente
fenoxietanol, acido salicilico e alcanossulfonato (Mersolat® W93) e dissolve-

se sob agitacdo continua.
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Formulagao Exemplo n°

Componentes

11g]l | 20gl | 309l | 41g] | 51g] | 6[g] | 7Id]

1-propanol 25 25 | 25 25 25 25 25
2-propanol 15 15 15 15 15 15 15
4-cioro-3-metiifenol 15 15 15 15 15 15 15
2-fenilfenol 10 5 5 5 5 5 10
2-benzil-4-clorofenol 5 5 5 5 5

sulfonato de alquila se- 10 10 10 10 15 10 10
cundaria, comprimento de
cadeia médio: Cis (Merso-

lat® W93)

acido salicilico 10 10 10 15 10 10 10
fenoxietanol 5 5 5

agua ad 100 | ad ad ad ad ad ad

100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Material e métodos para o processo de teste biologico

O teste das formulagdes de desinfecgéo orientou-se nas direti-
vas para o teste de agentes de desinfecgio quimicos da Sociedade de Me-
dicina-Veterinaria Alema, bem como nos meétodos de Daugschies et al.
(2001) publicados.

1. Obtencdo dos oocistos

Para a testagem foi usada a cepa "Houghton" de Eimeria tenella
(Institute for Animal Health, Compton Laboratories, Near Newbury, Berks. RG16
ONN, Gra-Bretanha). Para o crescimento e obtengcéo de oocistos, foram usados
pintos do tipo poedeira (cepa LSL) machos com 14 dias de vida da Fa. Brinks-
chulte. Os animais foram entregues como pintos de um dia no centro de animais
e mantidos livres de coccideos com ragédo de crescimento sem coccidiostaticos e
agua a vontade até o inicio do ensaio no centro de animais. Para a infecgao, os
animais foram inoculados com 13.000 oocistos por meio de sonda gastrica indi-
vidualmente em 0,2 mi de agua. No sétimo dia apds a infecgao, os animais foram
sacrificados sem dor com dioxido de carbono, os oocistos foram isolados dos
apéndices e preparados em solugdo de dicromato de potassio a 2% por 4 dias

para a esporulacio. No dia do ensaio, o dicromato de potassio € lavado por cen-
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trifugagao da suspensao de oocistos, 3 vezes em cada caso, por 5 minutos com
2000 rotagdes por minuto e ressuspensao dos péletes em agua. Apds a terceira
centrifugagao, a suspensac de oocistos foi ajustada por meio da camara de BUr-
ker para uma concentracio de 25.000 oocistos por ml de solugao padrao.

2. Desinfeccado dos oocistos (teste de lise)

Os agentes de desinfeccao a serem testados foram preparados
em agua (agua bidestilada) imediatamente antes de cada passagem de teste
com dupla concentragdo de aplicacao. Partindo da solugdo padrédo, foram
preparadas solugbes a1 %, 2 % € 4 %:

100 ul de solugac padrao + 4900 !l de agua destilada (= 1 %,
duplamente concentrada!)

200 pl de solugao padrao + 4800 ul de agua destilada (= 2 %,
duplamente concentrada!)

400 pl de solugao padrao + 4600 ul de agua destilada (= 4 %,
duplamente concentradal)

Cada formulagao foi preparada em cada ensaio como dupla de-
terminagéo. Por preparag¢ao, foram preparadas 0,5 ml cada de suspensac de
oocistos (= 12.500 oocistos = 100 %) e 0,5 ml da solugdo de desinfecgao em
dois béqueres de vidro de 25 ml. Para o controle interno de ensaio nao tra-
tado (KI) foram preparados 0,5 ml de agua com 0,5 ml de suspenséo de co-
cistos. Durante o tempo de agao (1 hora, 2 horas ou 3 horas), as suspen-
soOes foram mantidas em uma maquina vibradora com movimento fraco.

Apos o decurso do respectivo tempo de ag¢do todo o conteudo
dos bequeres foi transferido para um respectivo baldo Erlenmeyer de 2000
ml. Os béqueres foram enxaguados com agua e o baldo Erlenmeyer foi
completado com a dgua do enxague para 1500 ml. Os contetdos do baldo
foram misturados e o sobrenadante foi despejado apds um tempo de sedi-
mentagao de 24 horas a temperatura ambiente até 100 mi. O sedimento foi
transferido para uma proveta de centrifugagcao de 200 ml e completado com
agua para 200 ml e deixado em repouso durante a noite. No dia seguinte, o
sobrenadante foi aspirado até cerca de 30 ml, o sedimento transferido para

uma proveta de centrifugagao de 50 ml e completado com agua para 50 mi.
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Apos a mistura por inversao, pipetaram-se para cada preparagao de desin-
fecgdo, 6 x 200 pi cada em 6 cavidades de uma placa de microtitulagéo de
96 cavidades. As placas foram armazenadas até a avaliagao microscopica a
4°C no refrigerador. A contagem dos oocistos presentes foi efetuada sob um
microscopio de inversao com aumento de 200 vezes. Foram contados ape-
nas oocistos intactos sem mudanca reconhecivel da capa externa.

3. Célculo da "taxa de lise"

A base para o calculo da taxa de lise eram os valores medios
aritméticos do numero dos oocistos novamente encontrados de duas placas
de microtitulagdo (placa 1, placa 2, dupia determinagéo) para cada prepara-
¢do de desinfeccdo. Nesse caso, a taxa de recuperagdo (WR) das prepara-
¢Oes individuais dos agentes de desinfecgao foi relacionada com a taxa de
recuperagao de controle nao tratado (Kl) (WR relativo): WR relativo [%] =
WR de oocistos desinfetados x 100/ WR de controle (KI) [%]. A eficacia das
formulagbes de desinfecgao foi expressa na "taxa de lise" dos oocistos e
resultou da diferenga para 100: taxa de lise [%] = 100-rel. WR [%)].

4. Teste principal in vivo (teste de infeccdo com pintos).

Para verificar, se os oocistos desinfetados estao realmente mor-
tos e perderam sua capacidade de infecgédo, é necessario, segundo as dire-
tivas da Sociedade de Medicina-Veterinaria Alema DVG, também um teste
de infec¢ao de oocistos desinfetados em pintos.

Em nossos ensaios, pintos do tipo postura LSL com cerca de 14
dias de vida foram infectados com oocistos desinfetados. A densidade da
suspensiao de oocistos obtida apds a desinfecgdo e interrupgdo da reacgao foi
diluida, para esse fim, com o fator de diluicdo determinado para os controles
correspondentes para uma dose tedrica de 2000/ml. Para isso, os valores
da contagem das placas de microtitulagao de 96 cavidades do teste de
lise foram consultados in vitro, para determinar, quantos ml de suspensao
da proveta de 50 ml do Kl 2000 contém oocistos esporulados. O volume
determinado nesse caso, tambem foi retirado de todas as outras prepara-
¢Oes de desinfecgdo para a infeccao, independente do numero dos oocis-

tos presentes nas mesmas. O volume de aplicagao por pinto perfez 0,5 ml.



10

15

20

25

30

Adicionalmente ac controle de ensaio interno, um controie de infeccdo da

suspensac de oocistos original foi ajustada para 2000 oocistos/mi em um
volume de 0,3 ml. No dia 7 apds a infec¢do, os animais foram sacrificados
sem dor com didxido de carbono.

Para a avaliagdo da eficacia, foram considerados os seguintes
critérios: aumento de peso do inicio do ensaio até o fim do ensaio, taxa de
mortalidade condicionada pela infecgio, avaliagdo macroscopica das fezes
com respeito a diarréia e eliminagao de sangue nos dais 5 e 7 p.i. (avaliagdo
de O até 6), avaliagao macroscédpica do muco intestinal em relagio as le-
soes, especialmente dos apéndices (avaliacdo de 0 até 6) e a eliminagao de
oocistos. O numero dos oocistos nas fezes foi determinado com auxilio da
camara de contagem McMaster. Os Unicos resultados foram relacionados
com 0s grupos de controle ndo infectados ndo tratados e foi calculada uma
avaliacao global (Haberkorn und Greif 1999).

Os resultados de ensaios com formulagdes de acordo com a in-
vengado, sdo exemplarmente mostrados na seguinte tabela. O aumento da
eficacia das novas formulagdes em comparagdao com uma formulagao com-
parativa nao de acordo com a invencgdo, evidencia-se particularmente na
reducao da eliminagao dos oocistos.

Nas tabelas dos exemplos B, E, F, H, na coluna "tratamento” a
especificagdo controle nao inf. significa grupo de controle ndo infectado con-
trole inf. significa grupo de controle infectado exemplo 1 significa formulagdo
do exemplo n°

Na coluna "morte” indica-se 0 numero dos animais mortos/animais
usados no ensaio. Na coluna "peso em % do controle ndo infectado" indica-se a
proporgao do peso dos animais tratados em relagdo ao peso do grupo de con-
trole n&o infectado. Nas colunas "diarréia", "lesbes" e "oocistos" sdo dadas es-
pecificagdes individuais em relacéo ao efeito. Na coluna "% de eficacia" é avali-
ada a avaliagao total; 0 % significa nenhum efeito, 100 % significa efeito total.

Resultados dos processos de testes biologicos

Exemplo biolégico A

Teste de diversas formula¢des de desinfecgdo (4 %) contra oo-



cistos de Eimeria tenella in vitro apos um tempo de agao de 3 horas

Tratamento Numero dos | Placa 2 | Média de | Taxa de recupe- | Taxa de
Formulacao oocistos placa | oocistos | ragéo relativa % lise
Exemplo 1 0 0 0 0,0 100
Exemplo 2 0 0 0 0,0 100
Exemplo 3 5 8 6,5 15,3 84,7
Neopredisan™* 32 27 29,5 69,4 30,6
controle 49 36 42 .5 100 0,0

Exemplo bioldgico B:

Teste de diversas formulacdes de desinfeccdo (4 %) contra Eimeria teneila

em pintos in vivo apés um tempo de acdo de 3 horas

Tratamento formulagdo Morte Peso em % do contro- | Contagem de
le ndo infectado diarréia 1-6

Controle naoc infectado 0/6 100 0
Controle infectado 0/3 92 0-4

X Exemplo 2 0/3 >100 0
Exemplo 3 0/3 79 0
Exemplo 4 0/3 90 0
Exemplo 5 0/3 90 0
Exemplo 7 /3 93 0
Neopredisan™ 0/3 >100 0
Kl 0/3 88 0-4

., 5 -continuagéo-
Tratamento formula- | Contagem de | oocistos | oocistos em % do | % de tempo
¢do lesGes 1-6 controle infectado | de eficacia
Controle nao infectado 0 0 0 100
Controle infectado 6 45000 100 0
Exemplo 2 2 200 0,4 92
Exemplo 3 0 0 0 92
Exemplo 4 0 200 0,4 92
Exemplo 5 1,3 0 0 95
Exemplo 7 0 0 0 100
Neopredisan** 0 35000 78 54
Kl 6 214000 >100 0

* nao de acordo com a invengao

** produto comercial




Exemplo biolégico C:
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Teste de diversas formulagbes de desinfecgao (1 %, 2 %, 4 %)

contra oocistos de Eimeria tenella in vitro apds um tempo de agao de 3 horas.

Tratamento for-| Numero dos | Placa | Média de | Taxa de recupe- | Taxa
mulagao oocistos 2 oocistos | racéo relativa % de
placa 1 lise
Exemplo 3, 1% 0,2 15,0 7.6 25,9 741
Exemplo 3, 2% 0.3 0.3 0,3 1,1 98,9
Exemplo 3, 4% 0,0 0.8 0,4 1,4 98,6
Exemplo 6, 1% 33,5 26,8 30,2 100 0
Exemplo 6, 2% 7.7 16,8 12,3 41,8 58,2
Exemplo 6, 4% 0,0 0,0 0,0 0 100
Exemplo 7, 1% 22,2 36,2 29,2 99,4 0,6
Exemplo 7, 2% 8,3 83 8,3 28,4 71,6
Exemplo 7, 4% 4.3 58 5,1 17,3 82,7
Controle 28,7 30,0 29,3 100 0

Exemplo biolégico D:

Teste de diversas formulagbes de desinfecgao (4 %) contra 0o-

cistos de Eimeria tenella in vitro, apds um tempo de agao de 1, 2 e 3 horas.

Tratamento for-| Numerodos co- | Placa | Média de | Taxa de re- | Taxa de
mulagéo cistos placa 1 2 oocistos | cuperacao lise
relativa %

Exemplo 3, 1 h 1,0 0,2 0,6 2,0 98,0
Exemplo 3,2 h 0,2 0,8 0,5 1,7 98,3
Exempio 3, 3 h 0,0 2,5 1,3 4,2 95,8
Exemplo 6,1 h 0,0 0,0 0,0 0,0 100
Exemplo 6, 2 h 0,0 0,0 0,0 0,0 100
Exemplo 6,3 h 0,0 0,0 0,0 0 100
Exemplo 7, 1h 0,7 1,2 0,9 3,1 96,9
Exemplo7,2h 4,7 9,2 6,9 23,2 76,8
Exemplo 7,3 h 1,56 0,5 1,0 34 96,6
Controle 28,8 30,7 29,8 100 0




Exemplo biolégico E:

Teste de diversas formulagoes de desinfeccao (4 %) contra Ei-

meria tenella em pintos in vivo apés um tempo de agao de 3 horas.

Tratamento formulagdo | Morte Peso em % do con- | Contagem de diar-
frofe ngo infectado réia 1-6

Controle nao infectado 0/6 100 0

Controle infectado 0/3 94 0-2

Exemplo 3 0/3 92 0

Exempio 6 0/3 >100 0

Exemplo 7 0/3 94 0

-continuagao-

Tratamento formulagdo | Contagem | Qocistos | Qocistos em | % de tempo
de lesdes % do controle | de eficdcia
1-6 infectado

Controle ndo infectado | 0 0 0 100

Controle infectado 4,6 10600 100 0

Exemplo 3 0 3000 3 91

Exempio 6 0 6000 6 9

Exemplo 7 0 2000 2 o

Exemplo biolégico F:

Teste de diversas formula¢des de desinfecgao (4 %) contra oo-

cistos de Eimeria tenella em pintos in vivo apds um tempo de agéo de 1 hora.

Tratamento  formula- | Morte Peso em % do contro- | Contagem de diar-
¢do le ndo infectado réia 1-6

Controle n&o infectado | 0/6 100 0

Controle infectado 0/3 84 0

Exemplo 3 0/3 >100 0

Exemplo 6 0/3 98 0

Exemplo 7 0/3 >100 0
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Tratamento formu- | Contagem de | Qocistos | Oocistos em | % de tempo

lagdo lesbes 1-6 % do controle | de eficacia
infectado

Controle nao infec- | 0 0 0 100

tado

Controle infectado 6 1800 100 0

Exemplo 3 0 3000 >100 45

Exemplo 6 0 0 0 100

Exemplo 7 0 2600 >100 45

Exemplo biologico G:

Teste de formulagao de desinfec¢édo exemplo 6 (1 %) contra oo-

cistos de Eimeria tenella in vitro, em comparagao com Neopredisan (1 %)

apos tempos de agao de 1, 2 e 3 horas.

Tratamento for-| Numero Placa | Meédia Taxa de re- Taxa
mulagéo dos oocis- 2 de o00- cuperagao de lise
fos placa 1 cistos relativa %
Exemplo 6, 1 h 2,17 6,67 4,42 13,3 86,7
Exemplo 6,2 h 2,50 1,83 2,17 6,5 93,5
Exemplo 6,3 h 4,00 10,00 7,00 21,1 78,9
Neopredisan 1 h 26,33 24,33 25,33 76,2 23,8
Neopredisan 2 h 11,50 26,33 | 18,92 56,9 43,1
Neopredisan 3 h 24,17 20,17 | 22,17 66,7 33,3
Controle 29,00 37,5 | 33,25 100,0 0,0
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Exemplo bioldgico H

Teste de formulagao de desinfecgcao exemplo 6 (1 %, 4 %) em

comparagao com Neopredisan® (1 %, 4 %) contra oocistos de Eimeria tenel-

la em pintos in vivo apds um tempo de ag¢ao de 1 hora

Tratamento formulagdo Morte Peso em % do con- | Contagem de
trole ndo infectado diarréia 1-6
Controle nao infectado 0/6 100 0
Controle infectado 0/6 82 0-2
Exemplo 6, 1 % 0/3 >100 0
Exemplo 6, 4 % 0/3 > 100 0
Neopredisan, 1 % 0/3 >100 0-2
Neopredisan, 4 % 073 98 0
-continuacgao-
Tratamento formulagdo | Confagem | Qocistos | QOocistos em % | % de tem-
de lesées do controfe in- po de eff-
1-6 fectado cdcia
Contreole nao infectado 0 0 0 100
Controle infectado 6 100 0
Exempio 6, 1 % 4 14 42
Exemplo 6, 4 % 0 1,4 92
Neopredisan, 1 % 6 64 8
Neopredisan, 4 % 2 87 42
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REIVINDICACOES

1. Agente de desinfeccao, caracterizado pelo fato de que com-
preende:

(a) um fenol biocida clorado;

5 (b) um outro fenol biocida clorado ou néo clorado;

(c) um fenol e fenoxietanol biocida nao clorado; e

(d) um ceratolitico,

sendo que os fendis biocidas clorados sédo selecionados do gru-
po que consiste em 4-cloro-3-metilfenol (PCMC, p-cloro-m-cresol) e 2-benzil-

10  4-clorofenaol, e

sendo que o fenol biocida nédo clorado é 2-fenilfenol.

2. Agente de desinfecgao, de acordo com a reivindicagao 1, ca-
racterizado pelo fato de que o ceratolitico é selecionado do grupo que con-
siste em: 4cidos organicos, tais como &cido citrico, acido férmico e acido

15 salicilico; uréia, resorcinol, acido tioglicélico, sulfetos, 5-fluorouracila.
3. Agente de desinfec¢ao, de acordo com a reivindicagao 2, ca-

racterizado pelo fato de que o ceratolitico € acido salicilico.
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