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As espécies que sobrevivem néo sao as mais
fortes, nem as mais inteligentes, e sim aquelasgue
adaptam melhor as mudancas

Charles Darwin

Mesmo que j& tenha feito uma longa caminhada, sempr
havera mais um caminho a percorrer.
Santo Agostinho
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RESUMO

MAGALHAES, Viviane de SouzaAvaliacdo da curva de concentracdo plasmaética
e eficacia da ivermectina oral em cées contrat@ocephalides felis felis e Rhipicephalus
sanguineus. Seropédica UFRRJA012. 59p (Dissertacdo, Mestrado em Ciéncias \reteas,
Parasitologia Veterinarias)

Com o0 aumento crescente de animais de companhialares familiares o
relacionamento humano-animal esta cada vez maetest a preocupacao com o controle de
doencas cada vez maior. Este controle muitas \ereslizado com a utilizacdo de produtos
guimicos, chamados de inseticidas. Entre 0s este®rmectina tem seu uso extremamente
difundido devido sua seguranca comprovada. Seu amocdes € aconselhado para o
tratamento da sarna demodécica e na prevencaorafdadbse, porém informalmente é
extremamente utilizado para o controle de pulgaareapatos. Entre os ectoparasitas mais
comum nos caes estdo o carraf@hgpcephalus sanguinewsa pulgaCtenocephalides felis
felis. Com o objetivo de avaliar a eficacia da ivermecitontra esses parasitas e juntamente
ao tratamento acompanhar o perfil plasmatico dendtacdo de ivermectina testada, foi
desenvolvido um método de quantificacdo de ivenm&cem plasma canino, utilizando
cromatografia liquida com deteccao por fluores@@rgste método foi validado tendo como
base as recomendacbes da Agéncia Nacional de nigléSanitaria para validacao de
métodos analiticos e bionaliticos, a Resolucao B3 de 29 de maio de 2003. As amostras
coletas durante o teste de eficacia foram anaksattavés deste método e demonstraram boa
biodisponibilidade com Gude 350 ng.mL* em quatro (4) horas e AUC de 8411. Apesar de a
formulacdo ter apresentado boa absorcdo os valdeeseficacia encontrados para
Rhipcephalus sanguinee<tenocephalides felis fellsram muito baixos demonstrando este
nao ser o tratamento mais adequado para o codestes parasitas.

Palavras-chave macrolactonas, farmacocinética, cromatografiaidiay.
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ABSTRACT

MAGALHAES, Viviane de SouzaEvaluation of plasma concentration curve and
efficacy of ivermectin following oral administration in dogs againstCtenocephalidesfelis
felis and Rhipicephalus sanguineus. Seropédica UFRR2012. 59p (Dissertation Master
Science in Veterinary Science, Veterinary Parasify)

With the increasing number of pets in family horttes human-animal relationship is
getting closer and concern for the control of dissaincreasing. This control is often
performed with the use of chemicals known as insiéels. Among them, ivermectin is
extremely widespread use because of its provertysdfe use in dogs is suitable for the
treatment of mite dermodicosi and heartworm praeanbut is extremely informally used for
the control of fleas and ticks. Among the most cannectoparasites in dogs are the
Rhipcephalus sanguineugk and Ctenocephalides felis felitea. In order to evaluate the
efficacy of ivermectin against these parasitesp@lavith treatment follow the profile of
plasma tested formulation of ivermectin, a methoass wdeveloped for quantification of
ivermectin in canine plasma using liquid chromaapiny with fluorescence detection. This
method was validated based on the recommendatibtizeoNational Agency of Sanitary
Surveillance for validation of analytical methodedabioanalytical, Resolution RE n ©°
899/2003. The samples collected during the testctifeness using this method were
analyzed and showed good bioavailability withsC350 ng.mL in four (4) hour and at AUC
of 8411. Although the formulation have shown goddaption efficacy values found for
Rhipcephalus sanguinewasd Ctenocephalides felis feliwere very low showing this is not
the most appropriate treatment for the controheke parasites.

Key words: macrolactones, pharmacokinetics, liquid chromatplyy
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1.0 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os animais de companhia tértoreado cada vez mais
importantes nas vidas das pessoas sendo consideraohm familiares. Entre os animais de
companhia os cdes sdo 0s mais comuns nos laregloDeesta proximidade ndo é raro a
transmissao cruzada de parasitoses.

Entre os ectoparasitos mais comuns dos caes e@st@arrapatoRhipicephalus
sanguineu® a pulgaCtenocephalides felis feliEstes parasitas sdo hematofagos e merecem
destaque, pois podem transmitir patdgenos tant @dromem quanto para outros animais,
tornando necessario seu controle.

O controle de pragas pode ser realizado de fornegémica e/ou quimica. Inseticidas
de varios grupamentos quimicos podem ser utilizagste sentido. Entre eles encontram-se
as lactonas macrociclicas que incluem as avernasctifabamectina, doramectina,
eprinomectina, ivermectina e selamectina) e aseamibinas (moxidectina e milbemicina
oxima). Estes compostos sédo ativos contra umadaateede nematodides e artropodes sendo
denominados de endectocidas.

A ivermectina tem eficacia contra a maioria dos a@mles, incluindo as formas de
larva e adulto, e a maioria dos artropodos quesfiarma animais domeésticos. Em caes é eficaz
contra microfilarias d®irofilaria immitis, sendo utilizada na profilaxia da dirofilarios8eu
uso também é indicado para o tratamentd aecara canis, Toxocara leonine, Ancylostoma
caninum, Uncinaria stenocephala, Tricuris vulpisaré®ptes scabiei, Demodex cargs
Otodectes cynotifCANGA et al., 2009). Tem sido uma constante o egprde ivermectina
a 1% injetavel (formulacdo de uso injetavel em nantes e suinos) no controle
principalmente do carrapaRhipicephalus sanguineusmbora néo haja a indicacdo em bula
para tal fim. Atualmente ja existe no mercado leasi uma formulacdo de emprego oral para
caes.

Apesar de a ivermectina ser um dos antiparasiténais utilizados no mundo com
eficacia bem estabelecida, seus parametros farinéticos sofrem muita variagdo entre
individuos e entre formas farmacéuticas. Isto todifecil a estrapolacdo dos resultados
obtidos em diferentes espécies e diferentes coesligdperimentais.

Estudos clinicos veterinarios relacionando efegoafgéutico e as concentracdes
plasmaticas do ativo sdo pouco realizados. Estgdelé documentada para muitos outros
farmacos e traz vantagens para o uso adequado dmamento. Este trabalho teve por
objetivo estabelecer a relagdo entre a eficacigipda e carrapaticida de ivermectina oral
administrada a cées da raca Beagle com sua coac@&ntplasmatica e desta forma promover
0 uso correto deste medicamento.



2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia dos Animais de Companhia

O relacionamento entre humanos e animais é docad®em diferentes periodos da
historia. Aléem da evolucdo dos lacos entre estas dispéecies, 0s estudos investigam os
beneficios que os animais proporcionam para a saédéal dos seus proprietarios e analisa o
significado desse tipo de relacionamento na vidalBH, 2009). Nas ultimas décadas, os
animais de companhia tém se tornado cada vez mmoertante nas vidas das pessoas
(GRIER, 2006).

A grande maioria dos proprietarios consideram smisais como membros da
familiares. Os cées sdo os animais de companhi coaiuns, seguidos por gatos, cavalos e
passaros (WELLS; PERRINE, 2001). Na internet, blagsredes sociais, conectam
proprietarios de animais de companhia e fornecdamnacdes Uteis, tais como recursos de
saude, comunidades e eventos. A quantia em dinigaisto com animais de companhia
dobrou na dltima década, superando o produto nalcibruto de muitos paises em
desenvolvimento. Os apaixonados por animais deagfio estdo cuidando cada vez mais dos
seus animais, incluindo consultas ao veterinardegpesas onerosas com tratamentos para
doencgas graves (WALSH, 2009).

Dados do radarpet (2009) indicam que a populacdcdds era de 32 milhdes
enquando a de gatos era apenas 16 milhdes. Exigteatmente cerca de 30 mil pontos de
pet shops no Brasil e o mercado continua em creston O gasto médio com produtos e
servicos per capita por ano é de R$ 390,00 entseinins farmacéuticos, vacinas,
embelezamento e acessorios, que no total represdr$al6 bilhdes de faturamento para o
setor. Esses numeros levam o Brasil ao segunda kmapopulacdo de cdes e gatos no
mercado mundial, ao quarto lugar em populacédo tmaa de companhia, o segundo em
volume de producao e o sétimo em faturamento (ANFAL, 2012).

Segundo dados do Sindicato Nacional da Industriarddutos para Sanidade Animal,
no ano de 2009 os animais de companhia ocupavadfol@o mercado veterinario,
movimentando cerca de 292 milhdes de reais em m@EsqSINDAN, 2012).

Dentre as espécies consideradas de “companhiadpécie canind&anis familiaris
representa aproximadamente 10% da populacdo humesgtando em um elevado numero
de animais em convivéncia domiciliar (TRHUSFIEL®99). Estes carnivoros domésticos
sao hospedeiros de uma gama de endo e ectopardsilitss estdo comumente relacionados
a transmissao de patdgenos para o0 homem e constamde parte das chamadas zoonoses.
Assim, o estreito relacionamento entre o homemimais necessita de cuidados constantes,
levando-se em consideracdo que estes frequentamaaadia ou habitam locais proximos a
ela, aumentando os riscos da ocorréncia de zoor{@d®¥DEN; PRESTWOOD, 1993).
Além disso, os endo e ectoparasitos podem gerpripwe e causar danos graves para a saude
do animal. Dentre os ectoparasitos mais comunscédes estdoS. scabiei D. canis, 0
carrapatdr. sanguineus a pulgaC. f. felis(TAYLOR, 2001).

Os artropodes que parasitam animais domésticosténa relevancia em Medicina
Veterinaria e em Saude Publica (BRUM et al., 19Bégtes, aqueles com habitos alimentares
hemat6fagos merecem destaque, pois podem transggintes patogénicos tanto para o
homem quanto para outros animais (RIBEIRO et 8b7)L



2.2 Ctenocephalidesfelisfelis

As pulgas séo insetos apteros, holometabdlicoscalieracdo castanha, de corpo
comprimido lateralmente e que medem de 1 a 8 mildse Com quase 3000 espécies
descritas, a subespécie vulgarmente conhecida poilga do gatoC. f. felis € a de maior
prevaléncia em cées e gatos. Os adultos de amlsexos exercem a hematofagia, podendo
ser realizada durante o dia ou a noite, com duragéo 10 minutos, ingerindo
aproximadamente 14ul de sangue, o que correspohfler@zes o seu peso, levando a danos
decorrentes da injuria provocada pela picada eliagfo sanguinea durante a alimentacéo,
dermatites alérgicas em virtude da inoculacéo tigemos presentes na saliva da pulga (FOIL
et al., 1998; LINARDI; GUIMARAES, 2000; MEHLHORN; ANSEN; MENCKE, 2001)
representando 50% das causas de alergias em gaesgLINARDI, 2004)C. felistambém
tem sido implicada na transmisséao Riekettsia typhi, Rickettsia felis, Bartonella helag
Mycoplasma haemofeli® em casos raros, até mesWarsinia pesti§BREITSCHWERDT,
2004).

Seu ciclo biolégico esta dividido em duas fasesa Gase de vida parasitaria, sobre o
hospedeiro, e outra de vida livre, no ambiente. Naspedeiros sdo encontradas as formas
adultas, machos e fémeas, que séo estritamentddiagas, e no ambiente sédo encontradas
as formas imaturas, ou seja, 0s 0vos, as larvaségsupas e as pupas, além de adultos recém
emergidos dos puparios (SILVA et al., 2008). Ocitdm duracdo media de 25 a 30 dias
(LINARDI, 2004) e esté diretamente relacionado@sdicdes ambientais, sendo influenciado
principalmente pela temperatura e umidade, podeimmuir para até 15 dias (SANTOS,
2000). No ambiente encontramos 95% dos individwogapulacdo de pulgas, enquanto
apenas 5% estdo no hospedeiro (LINARDI; GUIMARARS(0).De acordo com Genchi
(1992) os pulicideos adultos constituem apenasocpar cento (5%) da populacdo em
parasitismo, ficando os 95% restantes distribu@gise as outras fases de vida. Portanto, a
maior parte do ciclo biolégico se passa fora dgoldsiro, com periodo de incubacdo dos
ovos oscilando entre um e 12 dias, dependendo rdpetatura e umidade relativa do ar
(SILVERMAN; RUST; REIERSON, 1981).

2.3 Rhipicephalus sanguineus

Carrapatos sao artropodes de grande importanciacanédmedico veterinaria. O
carrapato da espécke sanguineug® um dos principais problemas parasitarios erdoarg
por proprietarios de caes e donos de canis, e eedestacando cada vez mais no ambiente
domiciliar e peridomiciliar do homem que conviventa principal hospedeiro deste
ectoparasita, o cdo domeéstico (PAZ; LABRUNA; LEITAD08).

R. sanguineug conhecido como carrapato dos canis ou carrapatocomaiE um
ectoparasito comum a cdes domesticos e que podensentrado em quase todo mundo
(MORAES-FILHO et al., 2011). Trata-se de uma espéeiteroxena, que apresenta mais de
um hospedeiro, onde larvas, ninfas e adultos séonérados em hospedeiros distintos, e que
obrigatoriamente devem se alimentar de sanguedaaraontinuidade ao ciclo (LABUDA,
NUTTALL, 2004).

Esta espécie tem sido encontrada em alta prevalénticdes urbanos, sendo descrita
na literatura como uma das principais espécies atasjios destes animais domesticos
(LABRUNA; PEREIRA, 2001; SZABO et al., 2001)Entretanto, ha relatos de parasitar
outros mamiferos, tais como capivaras, coelhos dtcog, bufalos, camelos, gatos, bovinos,
cervos, caprinos, ovinos, ledes, zebras, canideestses e lebres. Pode ainda parasitar aves
que se alimentam no solo, bem como o proprio homeonqual as formas imaturas
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alimentam-se mais frequentemente do que previansenseipunha (BELLATO; DAEMON,
1997; FERNANDES, 2000).

Uma vez no hospedeiro, os carrapatos tendem xa&ena cabeca, pescoco, dorso,
orelhas e espacos interdigitais (ROMANO et al., 8199ABRUNA; PEREIRA , 2001),
porém, as larvas, ninfas e os adultos podem sem@mados em qualquer regido do corpo
(FLECHTMANN, 1985)

Como praticam hematofagia, os carrapatos podemacalsios diretos devido ao
comportamento alimentar, atuando também como unpidosipais vetores de patdégenos que
afetam os animais domésticos e seres humanos (MSHAEHO et al., 2011).

Além dos danos causados pela espoliacdo sanguiesé@es cutaneas, assim como o
desconforto causado pelo parasitisfiRo,sanguineusjuando em infestacbes macicas, pode
causar anemia e anorexia (MARRA et al.,, 1999); maiedisposicdo a outras doencgas,
devido a toxinas imunossupressoras presentes nasaivd (ROMANO et al.,, 1998)
(LABRUNA, 2004); irritacdo, gerando alteracbes rbétecas e comportamentais,
predisposicdo a miiases e abscessos (FURLONG; MA&TPRATA, 2004).

No homem, como também em alguns animais, pode escdarmatite pruriginosa,
devido as reacdes alérgicas desencadeadas pet daladcaro (LABRUNA, 2004)Assim,
por se desenvolver em ambientes sinantrépicos oomiee em alta densidade e prevaléncia,
este carrapato podera vir a causar aumento naémwal de erliquiose, babesiose e febre
maculosa, como antropozoonoses emergentes (FERNANDEI., 2001).

Suspeita-se também que o carrapato do céo esigvielo na transmisséo de outros
patdgenos como o agente etioldgico da leishmanisseral (COUTINHO et al., 2005). O
papel deR. sanguineusa transmissdo de patdgenos para humanos é bameitada,
apesar de sua antropofilia relativamente baixa (RAS et al., 2001).

InfestacBes pdR. sanguineuséo de dificil controle, pois esta espécie netzedsitrés
hospedeiros para completar seu ciclo bioldgico,esatando para cada fase de
desenvolvimento, uma fase parasitaria e outradaseida livre, nesta ultima, ocorrendo a
muda em locais seguros e protegidos (MILLER etl&99).

Apenas cinco por cento (5%) da populagédo total ateapatos estdo parasitando o
animal, ou seja, sobre o hospedeiro. O restanten&iacse no ambiente, nas fases de vida
livre, o que dificulta seu controle principalmemt® lugares onde o manejo do animal e do
ambiente ndo sdo considerados satisfatorios (ROMANA., 1998; LABRUNA; PEREIRA,
2001).

2.4 Controle de Ectoparasitas

De modo geral, o controle de pragas pode ser aglizle duas formas: o controle
mecanico e o controle quimico. A limpeza do amigieat catacdo manual de parasitos e a
higienizacdo do animal sdo alternativas eficazesamirole de ectoparasitos. O emprego de
medidas de controle mecanico, juntamente com oralenguimico, favorece um controle
estratégico do ectoparasito (DRYDEN; PRESTWOOD8)99

Atualmente, a principal forma de controle é atradés emprego de substancias
quimicas (FERNANDES, 2000). O uso indiscriminadadaricidas ao longo dos anos levou
ao aparecimento de cepas de carrapatos resisterdges aparecimento vem progredindo
rapidamente, o que dificulta o controle (FERNANDEGQO; MILLER et al., 2001).

O desenvolvimento e aplicacdo de medidas alteasiile controle visam reduzir o
uso intenso e indiscriminado de produtos quimiqas, atualmente predomina como pratica,
acarretando prejuizos dentre os quais: poluicdmeio ambiente, desenvolvimento de cepas



resistentes, além de custos elevados aliados Hadist ineficazes tornando desfavoravel a
relacdo custo beneficio.

2.5 Controle Quimico de Ectoparasitas

Inseticidas de varios grupamentos quimicos podaeners@regados no controle dos
principais ectoparasitos de caes e gatos. Dentt® destacam-se: amidinas, carbamatos,
nitroguanidinas, organoclorados, organofosforadesjlpirazoles, piretroides e lactonas
macrociclicas em diversas formas farmacéuticasas @e administracdo como sabonetes,
xampus, pos molhaveis, concentrados emulsionaedsyst spray, colares impregnados,
“spot-on”, “pour-on”, injetaveis e outros (SCOTTatt, 2002).

As amidinas tém como seu principal membro o amitgae age em receptores de
octopamina dos artrépodes, resultando em hipeabiliitade neuronal e morte
(NATHANSON, 1985). Ele esta disponivel para pulzacéo, imersdo e em coleiras eficaz
contra &caros, piolhos e carrapatos em animais staog (TAYLOR, 2001).

Os carbamatos sao inseticidas intimamente relado@naos organofosforados, séo
anticolinesterasicos, mas ao contrario de compastganofosforados, eles aparecem para
causar espontaneamente um bloqueio reversivel zim&macetilcolinesterase, sem altera-la.
Os dois principais compostos carbamatos mais usado®edicina veterinaria sao o carbaril e
o propoxur (TAYLOR, 2001).

Atualmente os neonicotindides compdem a classe igaimais importante de
inseticidas introduzido no mercado global desde piasroides sintéticos. Estes inseticidas
ndo sao apenas empregados no controle de insetggicaltura, mas também sdo usados em
medicina veterinaria, como no controle da pulgagdto e de moscas, no meio urbano.
(NAUEN; JESCHKE, 2008). Problemas de fotoestabdal@ampediram o uso comercial das
primeiras moléculas descobertas desta classe. dediatbilidade foi alcancada quando o
nitrometileno foi substituido pela nitroguanidinal @ianoamidina, resultando em um
composto altamente eficaz em condicbes de campmidacloprid (KAGABU; MEDEJ,
1995, KAGABU; AKAGI, 1997). Devido as suas excelntpropriedades fisico-quimicas,
tais como sistemicidade, o0s inseticidas neonicmtes) também permitiram o
desenvolvimento de técnicas de aplicacdo totalmemteas e métodos de aplicacédo
especificos, tornando-se o inseticida mais comuweficeente. Outro fator que explica o seu
sucesso € a dificuldade do estabelecimento ddaéesia em populacdes de algumas pragas
bem conhecidas, tais condemisia tabacie Myzus persicae(NAUEN; JESCHKE, 2008).
Como o que ocorre naturalmente com a nicotina,emsiootindides agem sobre 0 sistema
nervoso central dos insetos como agonistas dogptoFes nicotinicos pds-sinapticos de
acetilcolina (LIU; CASIDA, 1993), com seletividadetavel, eficacia contra insetos e seguro
para mamiferos (JESCHKEI; NAUEN, 2005). Como resldt deste modo de acdo, ndo ha
nenhuma resisténcia cruzada com as classes décise®tconvencionais, e portanto, os
neonicotindides ja comecaram substituindo os p@ids, hidrocarbonetos clorados,
organofosforados, carbamatos e varias outras slagseompostos inseticidas no controle de
insetos (DENHOLM et al., 2002).

Os organoclorados se dividem em trés grupos pargiglerivados do cloroetano,
ciclodienos e o hexaclorociclo-hexano. O desenwwwito de resisténcia, bem como
preocupacdes com o ambiente, tém ambos grandetémpiar na retirada desses produtos do
mercado (KIRKWOOD, 1979).

Os organofosforados séo ésteres neutros de acidaifasffue agem inibindo a acéo
da acetilcolinesterase em sinapses colinérgicas endisculos. O organofosforado mimetiza a
estrutura da acetilcolina e quando se liga a aoéhiesterase e causa sua transfosforilacdo. A
Esta enzima transfosforilada é incapaz de evitrtmnulo da acetilcolina na membrana poés-
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sinaptica levando a paralisia neuromuscular. O dgetransfosforilacdo da enzima ajuda a
determinar a atividade do organofosforado (SAUNDERSRPER, 1994). Os compostos
organofoforados podem ser extremamente toxicosqsasmimais e seres humanos, causando
a inibicAo da acetilcolinesterase, e outras cdimases. O citioato, um organofosforado, é
administrado por via oral para cdes e gatos paomtrole de pulgas. O composto é absorvido
pelo trato gastro-intestinal duas a trés horas apasiministracdo. As pulgas adultas sao
mortas quando ingerem sangue contendo a droga(@Wa_OR, 2001).

Os fenilpirazois foram desenvolvidos na década @80 e introduzidos no mercado
nos meados dos anos 90 com diversas indicaco@spard uso agricola como em medicina
veterinaria (TANNER et al.,, 1997). A molécula destasse que é mais empregada no
controle ectoparasitario em animais domeésticofigranil.

Os piretréides séo sintetizados a partir das piestr naturais, sdo classificados
segundo o mecanismo de acdo nas categorias de(ppetrina e permetrina) e do Tipo Il
(cipermetrina e deltametrina). Ao iniciarem a aig@eticida, os piretréides alteram a cinética
junto aos canais de Na K dos insetos, acarretando estimulo neuronal at@a¢soducio
repetitiva de descargas elétricas (Tipo 1) ou p@&ionda despolarizagdo das membranas
nervosas e atuando também como agonistas nosoexepib GABA (Tipo II). Em vista da
presenca destes receptores no tecido musculanset®s, os piretroides Tipo Il apresentam
maior toxicidade para os invertebrados (PEREIRANSA®S, 1998). Estes compostos podem
ser empregados no controle de pulgas adultas &pedns sob varias formas de apresentacéo,
como sabonetes, talcos, xampus, lo¢des, spraystasok formulacdes “spot-on” (SCOTT et
al., 2002).

Os reguladores de crescimento de insetos represemte nova categoria de agentes
no controle de artropodes. Eles constituem um gdgpoompostos quimicos que nao matam
0 parasito diretamente, mas interferem no cresdonenno desenvolvimento (TAYLOR,
2001). Com base em seu modo de agdo podem seidd&vidm inibidores da sintese de
quitina (benzoilfenil uréias), inibidores da degdsi de quitina (triazina / derivados de
pirimidina) e analogos do hormoénio juvenil (GRAB9B).

As lactonas macrociclicas estdo disponiveis pamsmem medicina veterinaria e,
atualmente, incluem as avermectinas (abamectiaeptectina, eprinomectina, ivermectina e
selamectina) e as milbemicinas (moxidectina e milbma oxima). Estes compostos sao
ativos contra uma variedade de nematdides e ade§pgendo denominados de endectocidas.
A atividade dos endectocidas, particularmente eomirtoparasitos, € variavel entre os
produtos e é dependente tanto da molécula atiemtoua formulacdo do produto e da via de
administracdo. As lactonas macrociclicas estacodispis no mercado em formulacdes via
oral, parenteral ou topica. A via de administragéita de acordo com o animal a ser tratado e
com o parasito alvo (JOHNES; DI PIERRO, 1996).

A preocupacao com o controle de parasitas, tanta@mais de producédo como de
companhia, tem impulsinado o mercado farmacéutaernario para o desenvolvimento
principalmante de novas formas de administracamutacdes com periodos de acdo mais
longos e espectros de atividade mais amplos (TAY,LZIR1).

2.6 lvermectina
2.6.1 Propriedades Quimicas

As macrolactonas sdo um conjunto de moléculas cstmpode um dissacarideo
funcional ligado ao C-13 de um anel macrociclicd @enembros condensado a uma unidade
espirocetal e um anel benzofurano (DANAHER et 2006; AQUINO et al., 2007). Neste
grupo encontram-se as avermectinas, e as milbessicis avermectinas diferem uma das
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outras quimicamente devido as substituicdes dasiamthterais ao anel de lactona, enquanto
as milbemicinas diferem das avermectinas pela aisé&to dissacarideo na estrutura da
lactona (SHOOP; SOLL, 2002). Este grupo inclui cosips naturais produzidos pela
fermentacdo do microorganism®treptomyces avermitilisA ivermectina (IVM) é um
derivado semi-sintético da avermectina;, Bcontendo cerca de 80% de 22,23-
dihidroivermectina B, e aproximadamente 20% de 22,23-dihidroivermectngK8DJIMA;
YAMAMOTO; NAKANISHI, 1987).

Cy-X-Cx Rae
i = 20% C'4H;
CHx-CH < 20% CHy

Figura 1. Estrutura da IVM. a- anel macrolideo condensadlo,espirocetal, c- anel
benzofurano, d- dissacarideo. (CANGA, et al., 2009)

IVM é soluvel em solventes organicos e praticamémellvel em agua devido sua
alta lipofilicidade. Foi comercializado pela primeeivez em 1981 por Merck Sharp and
Dohme como um agente antiparasitario. Seu amplecasp de eficacia contra endo e
ectoparasitas em doses extremamente baixas aumrn@edicamento seguro com uma ampla
faixa terapéutica (CANGA et al., 2009).

2.6.2 Farmacologia

Seu mecanismo de acdo envolve especialmente os analoro controlados pelo
acido glutdmico e secundariamente canais de clontralados pelo GABA (a4cido gama-
aminobutirico), ocasionando um aumento no fluxdaldocloreto nas sinapses nervosas em
vermes redondos e na placa ou no botdo neuromusenlartropodes. Conseqlentemente ha
bloqueio da estimulacao inter-neuronal dos neusdmiotores excitatorios e hiperpolarizacéo
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das membranas nervosas, ocasionando paralisiad]agiorte e eliminacdo dos parasitos
(TAYLOR, 2001).

Desde sua introducdo no mercado, em 1981, diveestsdos farmacocinéticos
envolvendo a IVM foram publicados. Esta droga psde administrada via oral (VO),
intramuscular (IM), subcutanea (SC) ou tépica (dépendendo das espécies animal. Sua via
de administracdo ira afetar diretamente seu parfthacocinético (CANGA et al., 2009) e
biodisponibilidade maiores podem ser observadasI¥inSC, seguida da VO e por ultimo
da VT (DANAHER et al., 2006; OMURA 2008).

Estudos demonstram que a IVM tem grande afinidgaesproteinas plasmaticas
como albumina e lipoproteinas, sofre pouco metaimaj sendo a maior parte de dose
eliminada inalterada. Entre 80-90%, de forma imatia pelas fezes e menos de 2% via urina
(ALVINERIE et al., 1999; DANAHER et al., 2006). EBstiroga também é excretada pelas
glandulas mamarias e por este motivo seu uso gadwticado em animais produtores de
leite (DANAHER et al., 2006).

O tempo de meia-vida da IVM ¢é influenciado pela posicdo da formulacéo, sendo
mais lenta em formulac¢des oleosas quando compaadarmulagbes aquosas (DANAHER
et al., 2006).

Apds a administracdo, as lactonas macrociclicaasfazenadas no tecido adiposo de
onde sao liberadas lentamente, metabolizadas ectadas (DANAHER et al., 2006;
TAYLOR, 2001). Este fato é uma conseqiiéncia de esteutura molecular apresentar
caracteristicas lipofilicas com Log P em torno @2 3LOFFLER; TERNES, 2003).

Devido a sua baixa solubilidade aquosa a IVM teadermar cristais no local de
aplicacdo em formulacdes SC. Como consequencifiyaoscorre um aumento do tempo de
permanéncia da droga na corrente sanguinea. Par ladb, esta acumulacdo nos tecidos
subcutadneos aumentam ainda mais a variabilidadsedssparametros farmacocinéticos.

A IVM demonstrou ser absorvida sistemicamente apdé@dministracdo oral,
subcutanea ou por via topica, mas € absorvida eior @@au, € tem uma meia-vida maior,
quando administrada por via subcutanea ou dérriica.cdes a biodisponibilidade oral é
melhor quando os comprimidos séo palataveis (DANRHiEal., 2006).

Um depdsito temporario parece ocorrer na gorduma @gado, de onde ocorre uma
liberacéo lenta (FINK; PORRAS, 1989). A afinidadstiés compostos por gordura, explica a
sua persisténcia no organismo e os longos peridelggotecdo contra algumas espécies de
parasitos internos e externos, com variacoes ithaais nestes periodos de protecao refletindo
em diferencas na distribuicdo das substanciasboletmo e excrecdo (CAMPBELL; BENZ,
1984).

Sua biodisponibilidade € linear a dose, ou seja,cauncentracdo plasmatica maxima
(Cnaxy) € a area sob a curva (AUC) aumentam linearmemte @ aumento da dose. Sua
excrecao € mais rapida em animais monogastricesn &®mo sua absorcdo. A IVM é bem
distribuida pelo organismo, possuim um alto volude distribuicdo (Vd) em todas as
espécies. Em caes, formulacdes IV apresentam Vapdeximadamente 2,4L e seyfe €
alcancado com 3 a 5 horas (CANGA et al., 2009).

IVM é provavelmente um dos antiparasitarios maiszatlos no mundo com eficacia
bem estabelecida, entretanto seus parametros facméticos sofrem muita variagdo com
determinados fatores como: espécie, via de admag@t, forma farmacéutica, veiculos
utilizados na formulacdo, massa corporal, estadocianal e estado fisiolégico. Isto torna
dificil a estrapolacdo dos resultados obtidos efarehites espécies e diferentes condi¢cdes
experimentais (CANGA et al., 2009).



2.6.3 Indicacdes

A IVM tem eficacia contra a maioria dos nematoidesluindo as formas de larva e
adulto, e a maioria dos artropodos que parasitamaas domésticos (CANGA et al., 2009).
Por esta razédo é classificada como um endectoti#F&CHITZ et al.,, 1999). Em cées, a
IVM é efetiva contra as microfilarias dB. immitis sendo utilizada na profilaxia da
dirofilariose na dose oral deué’kg. Seu uso também é aconselhado para o tratardeiit
canis, T. leonine, A. caninum, U. stenocephalajulpis, S. scabiei e O. cyno(l€ANGA et
al., 2009). Informalmente, em clinicas e lojas embeadas, a IVM tem seu uso aconselhado
para o tratamento de infestacfesRlesanguineusitravés de formulagéo injetaveis bovinas
em doses elevadas (MARTINS, 2012). Sua eficacia partombate deste parasita ndo é bem
estabelecida, pois a maioria dos estudos dispenévetalizada com uso de caes naturalmente
infestados (MORSY; HARIDY, 2000; NOGARI; SOTO; SOAZ2004; DIAS et al., 2005;
ROY; ROY, 2010). Estes estudos, demonstram qiévh ha dose de 0,3mg/kg, apesar de
ser capaz de eliminar os carrapatos com um intede&l/ a 14 dias, nao foi capaz de prevenir
novas infestacbes, sendo necessario novo tratansgie este periodo. Em um estudo
realizado por Morsy (2000) a eficicia alcangadamsaioin vivo ndo foi confirmada pelo
ensaian vitro.

Ja foi demonstrado que as avermectinas, de umaafgeral, ndo apresentam boa
eficacia para o combateGaf. felis,sendo a IVM uma das avermectinas de menor eficgacia
vitro e in vivo(ZAKSON-AIKEN et al., 2001). A baixa capacidadegirmeabiliade da IVM
aos tecidos cerebrais do parasita pode ser umamaacdo para sua falta de eficacia
(PHIPPS et al., 2005).

A IVM possui seguranca comprovada para utilizagiioca@imais de companhia e de
producdo para o tratamento de diversas doencasitpaiess com larga janela terapéutica. A
margem de seguranca dos compostos dessa clag#euélata trés fatos: os mamiferos néao
possuirem receptores de glutamato; as lactonasooidaras possuem baixa afinidade por
outros receptores de canais de cloreto e devidea@lto peso molecular, ndo sao capazes de
ultrapassar a barreira hematoencefalica (DANAHE®&.e2006).

Efeitos colaterais associados ao uso de IVM samsranas podem ser identificados
por midriase e depressdo seguida de ataxia, préastra morte. Apesar de a IVM ser
relativamente segura, alguns cées de pastoreiespetial da raca Collie, sdo mais sensiveis
a doses mais altas. Por este motivo em alguns eatslroga € trocada por selamectina, que
demonstra sinais de intoxicacfes apenas em dosg®itag, no tratamento destes caes (BOY
et al.,, 2000). A alta sensibilidade destes aninem associada a baixa quantidade de
glicoproteina-P em suas membranas. Esta proteiagpénsavel pela excrecdo de IVM nas
membranas plasmaticas, principalmente na barremaato-encefalica, protegendo o sistema
nervoso central e diminuindo sua neurotoxicidadeNGA et al., 2009).

2.6.4 Analise Cromatografica

Para a construcdo do seu perfil plasmatico e detagdio de seus parametros
farmacocinéticos em cada uma dessas condicOes €ssagio a analise quimica do
medicamento na matriz biolégica. A IVM conseguenpouer eficAcia com doses muito
baixas, por consequéncia as concentracdes plassatiservadas sdo também muito baixas.
Desta forma estudos de farmacocinética envolvend¥M necessitam de um método
sensivel e especifico para sua deteccédo (KOJIMAYDAMOTO; NAKANISHI, 1987).



Métodos para determinacéo de avermectinas em e®tiblogicas incluem extracao
baseados em particdo liquido-liquido e purificap@o extracdo em fase solida (KOJIMA;
YAMAMOTO; NAKANISHI, 1987; PRIETO et al., 2003). A&tapa de extracdo da amostra
tem a finalidade de aumentar a especificidade dtodoéanalitico, remover matriz e
interferentes e concentrar o analito. Matrizes dgem biologica séo ricas em proteinas,
carboidratos e lipideos, componentes que podenfdritenas andlises, além de diminuir a
vida util das colunas cromatograficas. Diversos oah@$ para a extracdo de lactonas
macrociclicas em matrizes bioldgicas ja foram diescanteriomente. Dentre eles podem ser
encontradas: extracdo liquido-liquido (ELL), exéimgem fase solida (SPE), cromatografia
por imunoafinidade e a extracdo em fluido supdieor{iDANAHER et al., 2006). O interesse
pela SPE vem crescendo nos ultimos anos, dadasaasrécuperacdes obtidas para analitos
de diferentes polaridades, porém uma desvantagseta detodo € o alto custo do cartucho,
principalmente para estudos com um grande numeranuastras. O procedimento mais
comumente utilizado consiste em passar a matriavégr de um leito do adsorvente,
empacotado em um pequeno cartucho ou coluna quéncantre 100 e 500mg de fase. O
fluxo da amostra através da fase proporciona a @eesuperficie necessaria para garantir
separacao e purificacdo da amostra. Em seguidaalitcade interesse € eluido com um
solvente organico, geralmente metanol (DANAHERI e2806).

Métodos fundamentados na técnica de cromatografiedh (CL) com deteccdo de
ultravioleta (UV), fluorescéncia (FL) e espectronzetle massas (EM) tém sido reportados
(FINK; MONTIGNY; SHIM, 1996; FISCHER et al., 1993DANAHER et al., 2006).
Entretanto, as detecgdes por FL e EM oferecem emigensibilidade e seletividade que os
meétodos baseados em deteccdo UV. CL-FL possui torgedu de especificidade devido a
combinacdo da seletividade cromatografica e deogrigpomogénicos, além de adequada
sensibilidade devido a forte fluorescéncia dosvdelos. CL-FL tem sido preferida também
devido a vantagem de ser econdmica para uso eidaatés de rotina, em detrimento dos
altos custos dos métodos que empregam EM (SOUZAI et2007). Entretanto para a
deteccdo de avermectinas por fluorescéncia é r@aedazer sua derivatizagcdo com a
presenca de um catalisador nucleofilico e um agegtlante para que ocorra a aromatizacao
do ciclo hexano do anel benzofurano. Diversos no&tate derivatizacdo ja foram descritos
nos ultimos 20 anos com variacdes nos reagenteserdpo e da temperatura de reagéo
(KOJIMA; YAMAMOTO; NAKANISHI, 1987; MONTIGNY; SHIM; PIVNICHNY, 1990;
FINK; MONTIGNY; SHIM, 1996; DANAHER et al., 2006)anforme descrito na figura 2.

Uma vez derivatizada, as amostras biologicas cdotdfM podem ser quantificadas
através de CL-FL possibilitando o estudo de sudigponibilidade.
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Reacao Acetilacéo Catalise Tempo Temperatura R

A anidrido acético Piridina 4h 100°C GQEO
B anidrido acético Metilimidazol 1h 95°C GEO
C anidrido trifluoacético  Metilimidazol 30s Ambient CRCO
C anidrido trifluoacético Trietilamina 30s Ambiente CRCO
Segunda etapa da derivatizagao
Reacao Estabilizacao Tempo Temperatura

A amodnia 2M em metanol 1h 30°C

B metanol: agua: trietilamina 10 min Ambiente

C acetato de amoénia em metanol 15 min 50-51°C

Figura 2: Processo de derivatizacdo de avermectinas (DANREEal., 2006)

2.7 Curva de Concentracdo Plasmatica

A biodisponibilidade € um termo farmacocinético gescreve a velocidade e o grau
com que uma substancia ativa ou a sua forma maletrbpeuticamente ativa € absorvida a
partir de um medicamento e se torna disponivelir@lacdo sistémica (EMA, 2000). A
avaliagdo da biodisponibilidade é realizada comebam parametros farmacocinéticos
calculados a partir dos perfis de concentracdon@tsa do farmaco ao longo do tempo
(GOODMAN, GILMAN, 2006).

O uso racional do medicamento exige conhecimerdictd@e sua farmacocinética na
espécie alvo. Este conhecimento ajuda a otimizaaaficicia clinica (CANGA et al., 2009).
O estudo de biodisponibilidade € muito util partedainar a relacdo da acao terapéutica de
um farmaco com sua dose. Sua eficacia ira depetalexisténcia de uma concentracdo
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efetiva do ativo no seu local de acéo, durante arfodo de tempo desejavel. Desta forma
este tipo de investigacdo, assume um papel chiidza uma correta avaliacdo da eficacia
clinica de um medicamento. O principio fundamedtalfarmacocinética clinica € a relacao
existente entre os efeitos farmacologicos e a curaggfo disponivel do farmaco. Esta é
documentada para muitos farmacos e traz vantagars @ tratamento dos pacientes
(GOODMAN, GILMAN, 2006).

Os quatro parametros mais importantes que goveedrsposicdo dos farmacos séo
depuragdo, que € uma medida da efichcia do organiansua eliminacdo; volume de
distribuicdo, que é uma medida do espaco aparenterdisponivel no organismo para conte-
lo; meia-vida de eliminagdo, que é uma medida ®a tke remocdo deste do organismo; e
biodisponibilidade, ou fracdo do farmaco absorvelm alterar a circulacdo sistémica
(GOODMAN, GILMAN, 2006). O célculo destes paramstré realizado com base nos
resultados encontrados de area sob a curva dentagd plasmatica do farmaco versus
tempo (AUG.) e concentracdo plasmética maxima atingida apédnainistracdo da dose
(Cmax), que esté relacionada ao tempo denominade(BTORPIRTIS et al., 2009).

Para realizar este estudo sdo coletadas amostsaanitnais em diferentes tempos
apos a administracdo do farmaco. Estas séo aredisadjuantificadas através de métodos
bioanaliticos previamente desenvolvidos.

A etapa de desenvolvimento e validacdo de um mébambnalitico € importante em
um estudo farmacocinético. O método devera garartonfiabilidade dos resultados obtidos
a partir da analise de amostras em concentracOesortdeecidas. O pesquisador deve
desenvolver e validar este método bioanalitico deeina criteriosa e os resultados devem ser
avaliados de forma conjunta e nédo isoladamente RFIRTIS et al., 009).

A validagdo € o processo que tem por objetivo dgerapor meio de estudos
experimentais, que o metodo atenda as exigéncmauecacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2003).

Diversos procedimentos de validagéo intralaboia@tséo descritos na literatura. No
Brasil, os trés (3) orgaos que regulamentam aagdid de métodos analiticos e bioanaliticos
sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ASY), o Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade InstrumenttlIMETRO) e o Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Ingionalmente o Food and Drug
Administration (FDA), nos EUA, e a Europian MedieiAgency (EMA), na Europa, sdo os
orgéos de regulamentacdo com maior forca. Estaxiagésao responsaveis pela publicacdo
dos guias contendo os parametros para serem avskagkus critérios de aceitacao.

Embora nestes documentos haja concordancia solaie garametros devam ser
avaliados, existe uma grande diversidade e até& f#t informacbes sobre como estes
experimentos sdo delineados e avaliados em termestdtisticas e respectivas premissas que
necessitam ser testadas (SOUZA et al., 2007).

Uma validacdo padrdo de método bioanalitico intdgie de precisdo e exatidao,
linearidade, limite de deteccédo e quantificacatetisedade, recuperacdo e estabilidade do
farmaco na matriz bioldgica a ser estudada (STORBIRt al., 009).
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3.0 MATERIAL E METODO

Para a realizacdo do presente estudo foi realiaadestes de eficicia carrapaticida e
pulguicida concomitantemente ao estudo de biodibpmiade em cées da raca Beagle.

O trabalho foi realizado nas dependéncias do Lafmaoa de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPYgrtencente ao Departamento de
Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria daiversidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), localizado no municipio de SermagdEstado do Rio de Janeiro.

As experimentacdes do teste de eficacia e coletanigue para a construcdo do perfil
plasmatico foram realizadas em condi¢cfes ndo dadas nos meses de outubro e novembro
de 2011.

Os animais empregados no estudo foram seleciordmpsantel do canil do LQEPV
constituido por cées da raca Beagle identificadna tansponderimplantados no tecido
subcutaneo. Os animais foram mantidos individuatenem baias totalmente cobertas com e
telhas transparentes em parte dela permitindoradentle raios solares. As baias possuiam as
seguintes dimensfes: altura 2,0m; largura 1,5; domepto 1,50 m. Os canis foram limpos
todos os dias efetuando-se a retirada das fedeampeza com jato de agua da superficie do
ch&@o. Uma vez por semana foi passada em todasaasvbasoura de fogo para manutencédo do
ambiente isento de formas evolutivas de parasitaimentacdo destes animais foi realizada
através de comedouros abastecidos com 300g de cag@cial para caes adultos duas vezes
por dia e oferta de aguad libituni.

3.1 Etapa de Biodisponibilidade

3.1.1. Padrbes e reagentes

Os padrdes analiticos utilizados de VM ABA? sdo padrdes de referéncia
fornecidos por Jofadel Industria Farmacéutica &@xam utilizados também acetonitrila grau
CLAE, metanol grau CLAE (TEDIA), N-N dimetilformagiée ACS (MERCK), anidrido
acético ACS (SPECTRUM) e 1-metil imidazol (SIGMAA. 4gua utilizada para preparar
todas as amostras e solucdes foi purificada emistens®a GEHAKA MASTER P&D.

3.1.2. Matriz bioldgica

As amostras de plasma branco foram retiradas deags\sem tratamento provenientes
do plantel do LQEPV e estocadas congeladas enefre2@°C.

3.1.3. Produto farmacéutico

Para o tratamento dos cdes foram utilizados conmsnpalataveis de IVR1de
12mg.

! Lote: 2010071401; teor:97% p/p;
2 Lote: 20090512; teor: 97,1% p/p;
¥ MECTIMAX ®, AGENER UNIAO, lote:1140870, validade: 03/2013.
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3.1.4. Equipamento

Os equipamentos, vidrarias e materiais volumétremopregados neste estudo foram
calibrados por laboratérios da Rede Brasileira dib€acdo (RBC). Os padrdes e reagentes
utilizados foram pesados em balanca analitica coecigio de 0,0001 g (BTEC210A,
TECNAL). Volumes inferiores a 1 mL foram pipetadmsn pipetas automaticas calibradas
(LABMATE +, HTL) . Foram ainda utilizados no desehimento do método e preparo das
amostras 0s seguintes equipamentos: agitador des tetHHOENIX AP-56, TECNAL,
centrifuga refrigerada CT6000R, CIENTEC; capeleedaustdo TECNAL; concentrador de
amostras TE-019, TECNAL e TE-0197, TECNAL; bomb&auo PRIMAR; banho de ultra-
som USC2800, UNIQUE; cromatografo liquido ULTIMATIE®00 DIONEX, equipado com
uma bomba quaternaria ULTIMATE 3000 DIONEX, fornarg coluna ULTIMATE 3000
DIONEX, detector de fluorescéncia RF2000 DIONEX adtvgare CHROMELEON 6.80
DIONEX.

Para pesagem dos animais foi utilizada a balanceAUEVET MIC200, MICHETTI.

3.1.5. Preparo dos padrdes analiticos

Foram preparadas solucdes estoques de IVM e AB#dlausomo padréo interno (PI),
nas concentracdes de 1 mg.mthamadas de solucdo mae de IVM (SMI) e ABA (SMA)
respectivamente. A partir da SMI foi preparada kucggm de trabalho (ST1) de IVM a
10ug.mL™*. Estas foram utilizadas no preparo das solucdesbicmdas [SC] conforme
descrito na Tabela 1. Em todas as solugbes fordimadas acetonitrila como diluente e

armazenas em frascos ambar a temperatura ambsenidy realizada nova diluicdo a cada
quinze dias.

Tabela I Esquema de diluicbes das solu¢gbes combinadas

Cddigo  Concentracdo de Volume Solucéo Volume Volume
da IVM (ng.mL % Pipetado de utilizada de pipetado de final (mL)
solucdo IVM (pL) VM SMA (uL)
[SC] 0,1 10 10 ST1 100 10
[SC] 0,5 50 25 ST1 50 5
[SC] 10 1000 10 SMI 100 10
[SC] 25 2500 25 SMI 10 10
[SC] 50 5000 25 SMI 50 5
[SC] 100 10.000 50 SMI 50 5
[SC] 150 15.000 75 SMI 50 5
[SC] PI 0 0 50 5

--- solucédo néo utilizada

3.1.6. Preparo de amostras para validacdo do método

Para desenvolvimento e validacdo do método, fdizadio plasma de animais sem
nenhum tratamento medicamentoso. As amostras dguesaforam coletadas em tubos
heparinizados e centrifugadas a 756 x g por 15 twsnpara coleta de plasma. Para cada
0,5mL de plasma foram adicionadosullOde [SC] a fim de obter amostras contendo 200
ng.mL! de ABA (PI) e 0,2; 20; 50; 100; 200 e 300 ng:trde IVM. As amostras contendo
0,2; 50 e 200 ng.nitde IVM foram utilizadas na validacdo como contrdéequalidade baixo
(CQB), médio (CQM) e alto (CQA) respectivamente.
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3.1.7. Ajuste da metodologia analitica

A metodologia utilizada para andlise de IVM foi siada com base em métodos
descritos na literatura (KOJIMA;YAMAMOTO; NAKANISHI1987; MONTIGNY; SHIM;
PIVNICHNY, 1990; FINK; MONTIGNY; SHIM, 1996; BORGE®t al., 2007). Utilizando
padrdo analitico de IVM e ABA em solvente e em imabiologica foram avaliados
parametros cromatograficos como numero de pratogos (N) superior a 2000, resolucéo
(R) superior a 1,5, simetria (S) entre 0,8 e 1sthal ruido (S/R) superior a 5 para CQB. Para
isso foi utilizado uma coluna cromatografica NUCLEO C18, 10@, 5um, 125 X 4,6mm
(MACHEREY-NAGUEL), pré-coluna 100-5-C18 10 X 4,6miKROMASIL) e fase mével
metanol: agua filtrada em membrana filtrante HV DAFRORE de 47mm de diametro e
0,45.m MILLIPORE.

Foram avaliados também os volumes finais de reagepéra derivatizacdo e a
estabilidades dos padres em solvente e tambémedeatizado de IVM e ABA. Os
resultados foram comparados em termos de coekcidet variacdo percentual (CV%),
linearidade e relacao sinal/ruido.

3.1.8. Preparo da amostra

Com base nos protocolos descritos anteriormente JIMA;YAMAMOTO;
NAKANISHI, 1987; LIFSCHITZ et al., 1999; ASBAKK; BEDIKSEN; OKSANEN, 1999;
DANAHER et al., 2006; CHITTRAKARN et al.,, 2008) fam testados trés métodos de
extracdo para o preparo das amostras. A extragéidiliquido (ELL), a extracdo em fase
sélida (SPE) e a extracdo do plasma liofilizaddO(E). Para avaliar as trés extracfes foram
preparadas um lote de amostras para cada metaglaogforme descrito na Tabela 2. As
amostras foram preparadas seguindo 0 mesmo esquepwsto para o preparo das amostras
para validagéo.

Tabela 2 Numero de amostras preparadas para avaliac@ddentétodo de extracédo

~ 1 Testes
CEMEErE G () Precisao Linearidade
0,5 5 1
10 0 1
25 5 1
50 0 1
100 0 1
150 5 1

Estas foram avaliadas em funcdo da recuperacacjsfoe linearidade e custo
beneficio. A extracdo com os melhores resultadiossimlhida para prosseguir a validacao do
método e a analise das amostras do perfil plasmatic

Para ELL a 0,5 mL de plasma previamente contamirado [SC] e congelado a -
20°C foi adicionado 0,5 mL de acetonitrila. Estastomia foi vigorosamente agitada e
posteriormente centrifugada a 756 x g por 10 msu@bsobrenadante foi reservado, ao pellet
foi adicionada nova aliquota de 0,5 mL de acetidmitom posterior agitacdo vigorosa e
centrifugacdo nas mesmas condicdes anteriores. VO sobrenadante foi adicionado ao
anterior e levado a centrifugacdo a 756 x g pomilutos. Esta amostra foi filtrada em
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unidade filtrante descartavel (HV em PE de 13mndidenetro e 0,4mm - MILLIPORE) e
levadas para o concentrador de amostras a 70%g@iéa completa.

Para SPE 0,5 mL de plasma previamente contamiradd$C] e congelados a -20°C
apos ser descongelado foi adicionado ao cartuchS8Rie (OASIS HLB 100mg- Waters)
acondicionado com 2 mL de metanol e 2 mL de agwapulra. Apés a eluicdo da amostra a
limpeza foi realizada com 1 mL de agua ultrapurh mL de solucdo metanol:agua 20:80
(v:v). Para eluicao do analito foi utilizado 1 mé ohetanol. Todo o processo foi realizado em
baixa pressdo de vacuo. Apos isto as amostras fienaadas para o concentrador a 70°C até
secura completa.

Para a LIOF 0,5 mL de plasma previamente contaroicadn [SC] e congelado a -
20°C foi liofilizado por 24°h (Liotop L101 - Liobg. Apos isto foi seguido o mesmo
procedimento da ELL.

ApoOs seca, todas as amostras foram derivatizadasacadicdo de 1L de N-N
dimetilformamida, 4QL de 1 metil imidazol e 6QuL de anidrido acético e posterior
incubagdo a 70°C por 1 hora. Apds derivatizacdoam®stras foram analisadas por
cromatografia liquida de alta resolucdo com detepgéi fluorescéncia.

3.1.9. Validacédo da metodologia

A validacédo do método descrito foi realizada corsebaa resolucdo RE n°899, de 29
de maio de 2003 (guia para validacdo de métodoétiana e bioanaliticos), da ANVISA
exceto para recuperacdo que foi tomado como ba&®AC/2002 (Guideline for single
laboratory validation) uma vez que a ANVISA néo teatores de aceitacdo para este teste.
Os parametros de validacao exigidos pelas nornoastenero de amostras preparadas para a
avaliacao séo descritos a seguir.

A seletividade/especificidade do método foi avaligtbr meio de analise de seis
amostras diferentes de plasma branco, sendo gpktsmas normais, um lipémico e um
hemolisado. Foram avaliadas a presenca de intetésreluindo no mesmo tempo de retencao
dos analitos e do PI, ndo sendo permitidos pidesferentes no tempo de retencao da IVM e
da ABA superiores a 20% e 5% respectivamente.

A linearidade foi verificada analisando-se amostdes plasma fortificadas nas
concentracdes de 0,2; 20; 50; 100, 200 e 300 rig.robm triplicatas de cada ponto e
utilizando ABA na concentracdo de 200 ng.mtomo PI. Foi calculado o coeficiente de
correlacdo () da equacdo da reta utilizando-se como varidveémtgente a razdo entre as
areas do padrdo analitico (IVM) e do padrdo intd&BA). O r* deve ser superior a 0,98,
66% das amostras da linearidade devem possuirdératia concentracdo nominal de 80 a
120% incluindo o limite de quantificacdo (LQ) e pagsem coeficiente de variagdo relativa
(CV%) menores que 15% para concentracdes supedore® e 20% para CQB (LQ). Todas
as curvas de calibracéo feitas durante a validém@on construidas com a razdo entre as
areas da IVM e ABA no eixo Y (variavel dependergegs concentragcdes nominais de IVM
no eixo X (variavel independente).

As precisdes intra-dia e inter-dia foram avaliads moncentracbes de 0,2; 50 e
200ng.mL* (CQB, CQM e CQA respectivamente) em quintupliciaamostras. O resultado
foi expresso em funcdo CV%. As amostras foram demnadas precisas quando os desvios
foram inferiores a 15% para as concentracdes nwidce que o LQ e 20% para as
concentracdes do LQ (CQB).

A exatidao foi avaliada utilizando-se as mesmassaita® da precisdo comparando-se
a relacéo entre a concentracdo média determingugigrentalmente e a concentragao teorica
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correspondente. Esta € utilizada como 100%. Forssjéveis valores de exatidao entre 80 e
120%.

O LQ foi determinado como a menor concentracdo onplieo do analito fosse cinco
vezes maior do que o ruido da linha base. Paracenfirmacédo foram analisadas cinco
amostras onde o CV% entre as respostas foi inésri@20%.

Para avaliar a recuperacdo relativa do métodomfopaeparadas cinco amostras
fortificadas antes (FA) do procedimento de extragainco depois (FD), nas concentracdes
CQB, CQM e CQA. Para avaliar a recuperacéo forahzados os parametros descritos na
AOAC/2002 para a faixa de 10ppb a 1ppm. Sendo eles:

Tabela 3 Niveis de recuperacdo estabelecidos pela Assarialpternacional de
Comunidades Analiticas

Concentragao Limite de Recuperacgao
100% 98-101%
>10<100% 95-102%
>1<10% 92-105%
>0,1<1% 90-108%
>0,01<0,1% 85-110%
>10 ppm < 0,01% 80-115%
>1 ppm < 10 ppm 75-120%
> 10 ppb <1 ppm 70-125%

ppm: parte por milhdo

Para avaliar a estabilidade do analito na matfiEan°899/2003 preconiza realizar
estudos comparativos em periodos de curta, péggsamento, ciclo de congelamento e
longa duracao, sendo que este Ultimo compreendmpot entre a coleta da primeira amostra
até a analise das amostras. Para avaliacdo dalidatibforam preparadas 42 amostras nas
concentracdes CQB, CQM e CQA conforme descritoaizelh 4.

Tabela 4 Numero total de amostras necessarias para nealgstabilidade

- Nivel de Concentracao
Estudo de Estabilidade COA COM COB
analise inicial 3 3 3
estabilidade pos-processamento 3 0 3
estabilidade de curta duragéo 3 0 3
estabilidade de longa duracao 6 0 6
estabilidade ciclo de congelamento 3 3 3

CQ: controle de qualidade (A- alto; M-medio; B-bgixo

As amostras para analises iniciais foram fortifaadxtraidas e analisadas em seguida.
Para estabilidade de curta duracdo as amostraBcéaths foram deixadas a temperatura
ambiente por 12h para depois serem extraidas esaaed. Para estabilidade pos-
processamento as amostras fortificadas foram daga temperatura ambiente por 12h para
depois serem analisadas. Para a estabilidade Idedeicongelamento e descongelamento as
amostras fortificadas foram congeladas a -20°C 24, totalmente descongeladas e
novamente congeladas até completar trés cicloss /30 foram extraidas e analisadas. Para
o estudo de longa duracdo as amostras foram atesisgds periodos de armazenamento a -
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20°C de 1 més. Foram considerados como amosti@agesscom desvios inferiores a 15%
para as concentracdes maiores do que o LQ e 20¥@apaoncentragdes do LQ (CQB).

3.1.10Construcao do perfil plasmatico

Para construcéo do perfil plasmatico foram utilasads animais do grupo tratado do
estudo de eficacia. Desta forma os dois estud@smfaealizados em paralelo. Durante a
coleta do sangue foram utilizados tubos hepariozadcuntainer de 6mL (BD) e agulha
multipla descartavel vacuntainer 25X8 (BD). Antesiniicio do tratamento foi coletada uma
amostra de sangue de cada animal, estas foram dasrda tempo zero e foram utilizadas
como amostra branca. Apos o tratamento foram &leigas amostras nos tempos uma (1),
guatro (4), seis (6), oito (8), 10, 24, 32 horassd2), trés (3), quatro (4), sete (7), nove (9),
11, 15 e 18 dias. Estas foram processadas confarmmaétodo descrito e validado
anteriormente para obten¢do das concentracdesdilaam

Os valores de concentracao plasmatica encontradas fanalisados individualmente
para cada animal. A construgdo da curva de coragdur plasmatica versus tempo foi
realizada através do programa PK Solutions 2.0 lghsh 1999). Os parametros
farmacocinéticos foram determinados utilizando aled® dos métodos independente para a
determinacdo dos parametros farmacocinético deeotragdo maxima absorvida £,
tempo onde ocorre 0 Cmaxqz}), tempo de meia-vida (%), area sobre a curva de zero até a
altima concentracdo possivel de ser quantificaddQA.) e area sobre a curva de zero a

infinito (AUC (). Os resultados foram expressos em relacao a méva

3.2.Etapa de Avaliacdo da Eficacian vivo de Ivermectina Oral Contra C. f. feliseR.
sanguineus

Foram utilizados 17 caes machos, adultos com idatie 1,5 e 6 anos, pesando entre 9 e
17kg, divididos em dois grupos, um tratado, comted@ animais, e um controle, sem
tratamento, contendo sete animais. Antes dos estsl@animais ficaram sem contato prévio
com agentes ectoparasiticidas e animais tratadodpsainda desparasitados mecanicamente,
através de catacdo, antes do inicio dos desafibtedos os animais foram alojados
individualmente em baias no dia -3. No dia -2, omisnais foram infestados com 100 pulgas,
adultas, ndo alimentadas, da espé&tidelis felise 25 casais de adultos do carrapato, nao
alimentados, da espédre sanguineusApds 48 horas da infestacdo (dia 0) todos osa@sim
foram tratados na dose de §§kg'peso vivo (Tabela 5).

ApoOs 48 horas de tratamento (dia +2) os animaarigoenteados (“comb test”), catados
manualmente, todas as pulgas e carrapatos foraradost dos animais e foi realizada a
avaliacdo da carga parasitaria. No dia +4 os asifoeam desparasitados mecanicamente até
gue nenhum parasito fosse encontrado. Anteriormentgéirada das pulgas os animais foram
examinados através da inspecdo manual e visual rparacdo dos carrapatos conforme
descrito por Marchiondo (2007). Os ciclos de irde&b e desinfestacdo dos animais foram
repetidos sucessivamente até que fosse encontradaeficacia inferior a 50% conforme
descrito da Tabela 6. Durante o estudo os aniroest acompanhados em diversas etapas do
ensaio no que diz respeito a parametros clinicasgeteccao de possiveis reacdes adversas.
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Tabela 5: Esquema dos animais utilizados no estudo

Grupo n° de animais Peso (kg) Dose
1 14,0 --
2 12,6 --
3 10,9 --
Controle 4 11,5 --
5 17,0 --
6 13,8 --
7 10,7 --
1 12,8 Y2 comp
2 11,0 Y2 comp
3 16,0 1 comp
4 12,1 Y2 comp
5 9,7 Y% comp
Tratado 6 12,5 ¥4 comp
7 12,1 Y2 comp
8 17,3 1 comp
9 11,6 Y2 comp
10 10,8 ¥, comp

-- animais ndo tratados, comp: comprimido

Tabela 6 Cronograma do teste de eficacia

Dia experimental Atividades

-3 Desinfestac&o dos animais

2 Infestacdo com 100 pulgas e 100 carrapatos ad@kasne
clinico e pesagem dos animais

0 Tratamento

Avaliacdo das cargas parasitarias dos animaiséstida

+2 . - L.
retirada mecanica. Exame clinico.
+4 Desinfestagc&o dos animais
5 Infestacdo com 100 pulgas e 50 carrapatos ad@di@sne
clinico
+7 Avaliacéo das cargas parasitarias dos animaiséstide

retirada mecénica. Exame clinico.

A eficacia pulguicida (EP) foi calculada com baaesaguinte formula:

EP % = (PVC — PVT) x 100
PVC

Onde: PVC = média aritmética de pulgas vivas re@gas no grupo controle
PVT = média aritmética dégas vivas recuperadas no grupo medicado
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A eficécia carrapaticida (EC) foi calculada comébaa seguinte formula:

EC % = (CVC — CVT) x 100
CvC

Onde: CVC = média aritmética de carrapatos vivdixados recuperados no gruj
controle.
CVT = média aritmética de carrapatos vivos e fixxadecuperados no gruf

IJ0)

medicado.

Para analise estatistica do ensaio, os numerososéd pulgas adultas vivas

e

carrapatos vivos foram submetidos ao teste de fidilada Shapiro-Wilk. Os dados normais
foram submetidos ao teste-t e os dados anormaimfeubmetidos ao teste de Kruskal-Wallis

com nivel de significancia de 95%. As analisestissizas foram realizadas pelo progra
estatistico computacional livre Bioestat 5.0.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ajuste da Metodologia Analitica

Diversos métodos utilizando cromatografias em fasersa com colunas C-8 e C-18
para analise de ivermactina ja foram descritos (N@WY; SHIM; PIVNICHNY, 1990;
FISCHER et al., 1993; LIFSCHITZ et al., 1999; LIRSITZ et al., 2004; CHITTRAKARN
et al., 2008).

Foi utilizada uma coluna C18 acoplada a uma préneglcom composicao igual a da
coluna, uma vez que 0os componentes da matriz, poateinas e lipideos, tendem a diminuir
a vida util da coluna.

Para determinar as condicfes cromatograficas fartimadas amostras de padréo
analitico, sendo selecionados os seguintes parm@snetr

« Fase mével metanol:agua, 97:3 (v:v), com fluxo @emL.min™;
» Detector de fluorescéncia ajustado emmissdo: 360nni, excitacado: 480nm; ganho:
4 e sensibilidade: media.

Conforme protocolos descritos anteriormente asna@eiinas foram derivatizadas
com adicdo, em amostra seca, de N-N dimetil forrdan(iDMF), 1-metil imidazol (IMD) e
anidrido acético (AAC) com volumes finais de 20808uL conforme descrito na Tabela 7.
Apos a adicdo dos reagentes as amostras foramaidasila 70°C por uma hora.

Tabela 7 Volumes de reagentes empregados no processoriglatidacdo da ivermectina e
da abamectina

Volume final de reacao

Reagentes

200uL 500uL
DMF 100uL 250uL
IMD 40uL 100uL
AAC 60pL 150uL

DMF: N-N dimetilformamida; IMD: 1 metil imidazol; AC: anidrido acético

Pode-se concluir que a diminuicdo do volume firalreacdo de derivatizacdo néo
afetou a linearidade do método, aumentou a relsig@abruido em quatro vezes e duplicou as
areas de IVM e ABA. Estes dados estéo descritdiguaas 3 e 4 e Tabelas 8 e 9. Visando
diminuir o limite de quantificacao foi selecionaaleeacao com volume final de 200
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Figura 4: Curva da linearidade das reac¢des com volumes fitii@rentes

Tabela 8 Termos da curva de linearidade das reacdes deatieacao

Parametros Volume final de reacéo
0,2mL 0,5mL
a 0,0201 0,0201
b 0,0855 0,0938
r° 0,9983 0,9980

a-coeficiente angular; b-coeficiente linearcoeficiente de correlagédo
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Tabela 9 Resultados cromatograficos obtidos com volumesdide reacao diferentes

Volume de ReacdolL) Concentracdo (ng.mL) Area Assimetria Sinal/Ruido

200 0,4305 1,0 22,4
05 0,4302 1,0 22,4

500 ’ 0,2401 1,0 55
0,2236 0,9 51

Para alcancar o menor LQ possivel com relacéo rid/rsiido superior a 5 foram
testados volumes de inje¢cdo de amostras CQB enzrbailogica de 10, 20, 30, 50 e 100
observando os valores de N e S/R. O aumento daneolde injecdo tem por objetivo
adicionar uma maior quantidade de analito ao sestermmatogréafico e com isso diminuir o
limite minimo de quantificacdo do método. Este regwaliado ao baixo volume de reacéo
para derivatizagdo foram necessérios para consegumétodo com limites de quantificacado
de 0,2 ng.mL:. Conforme dados da Tabela 10, pode-se observamadogcdo de 1Q0
apresentou o maior valor de S/R, porém o numerprdws teoricos foi inferior a 2000,
devido ao excesso de volume injetado na colunajekdo de 40L apresentou N superior a
2000 para IVM, porém o mesmo nao foi observado pdBA. As injecdes de 20 e B0
apresentaram N superior a 2000 para IVM e ABA essiperior ao volume de iD. Como o
aumento no volume de injecao favorece o LQ foicseteado um volume de injecao deuB0
para a validacdo do método.

Tabela 1Q Parametros cromatograficos para padrao de ivemmaet 0,5ng/mL e abamectina.

L VM ABA

e i e L) Area N SR Area N SIR
10 04392 2637 3,6 27,9555 3012 3064
20 0,9244 2611 4,4 558448 2653 3465
30* 13317 2531 41 855873 2178 316,1
40 1,6850 2322 42  107,8466 1882 3128
50 21791 1881 42 1457607 1347  307,2
100 3,7675 1102 6,1  289,1368 511 4255

* Volume de injecao selecionado; IVM-ivermectina; ABBamectina; N-niimero de pratos tedricos; S/R-delaqal ruido

Para se determinar o tempo de estabilidade da IVIBA em solvente foram
avaliadas a variacdo da relacéo de area (RA) deABM de solucdes de 0,5 a 150 ng.mL
armazenadas em frasco ambar por 14 dias. Forandemaas estaveis amostras com CV%
inferiores a 15%.

Todas as concentracfes testadas demonstraramligatibinestas condicbes sem
nenhuma influéncia na linearidade. Desta forma {s&d@eterminar que as solucdes de
trabalho pudessem ser armazenadas por até 14Tdizeld 11 e 12; Figura 5).

Como o objetivo de determinar o tempo que uma amadtrivatizada poderia
permanecer no amostrador antes de ser analisadas #valiadas amostras de 0,5 a 150
ng.mL! nos tempos de zero, 12, 24 e 48 horas de dergdtiz As amostras apresentaram
CV% inferiores a 15% de zero a 24 horas. Apos 4Bash@s amostras aumentaram
consideravelmente o CV% em todas as concentrag@iesrstrando sua falta de estabilidade
conforme demonstrado na Tabela 13 e Figura 6. Diestaa, as amostras devem ser
analisadas em até 24 horas apoés a derivatizacao.
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Tabela 11 Variacdo da relacdo de area (ivermectina/abansgotim solvente armazenadas a
temperatura ambiente por 14 dias

Conc. RA : 0
(ngmL? ~ oh 24h 48h 72h 7d T aeden Ger
0,5 0,0103 0,0087 0,0094 0,0083 0,0066 0,0066 6,008 14,6
10 0,1477 0,1477 0,1435 0,1437 0,1429 0,1429 0,1439 1,3
25 0,3874 0,3280 0,3274 0,3270 0,3230 0,3230 0,3367 7,4
50 0,5734 0,6432 0,6429 0,6424 0,6408 0,6408 0,6309 4,5
100 1,2689 1,3294 1,3319 1,3225 1,3218 1,3218 8,315 1,8
150 1,9039 1,9118 1,9094 1,9064 1,8939 1,8939 2,906 0,4
h - hora; d — dia; cv% - coeficiente de variacdatiea
3_
= (h
+ 24h
< 5 r 48h
m
<< + 72h
= .
= fd
= 44 o 14d
D T T T 1
0 a0 100 150 200

conc. (ng/mL)

Figura 5: Curvas de linearidade das solucbes padrdo de QWA dias armazenadas a
temperatura ambiente.

Tabela 12 Equacao das retas de linearidade da estabildizglpadroes em solvente

Parametro Oh 24h 48h 72h 7d 14d
A 0,0125 0,0128 0,0128 0,0128 0,0127 0,0127
B 0,0129 0,0084 0,0090 0,0085 0,0078 0,0079
r2 0,9986 0,9997 0,9997 0,9997 0,9996 0,9996

a-coeficiente angular; b-coeficiente linearcoeficiente de correlagdo; h — hora; d - dia
Problemas com a estabilidade do derivatizado demeeatinas ja foram descritos

anteriormente. DANAHER (2006) sugere analise em 2#téhoras apds a derivatizacao
conforme os dados encontrados nesta metodologia.
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Tabela 13 Variacao da relacdo de area (ivermectina/aban&atio derivatizado armazenado
no amostrador do cromatégrafo liquido por 48h.

Tempos de andlises e CV%

Oh 12h 24h CV% 48h CV%

Concentracéo (ng.mL")

0,5 0,2841 0,2825 0,2445 8,3 1,1745 91,1

10 0,3747 0,3738 0,4114 5,6 1,3494 76,8

25 0,6850 0,6833 0,7558 5,8 1,7519 54,0

50 1,1343 1,1296 1,2121 4,0 2,1249 34,6

100 1,9424 1,9339 2,1099 5,0 2,6901 16,4

150 2,7339 2,7272 2,8804 3,1 3,4851 12,2
Parametros

a 0,0162 0,0162 0,0174 0,0156

b 0,2761 0,2722 0,2698 1,2454

r? 0,9990 0,9990 0,9968 0,9965

a-coeficiente angular; b-coeficiente linearcoeficiente de correlagdo; h - hora

= 0h
« 12h

3_
< v 24h
o . 48h
S 2- *
E *

1_P

DI T T T 1

0 a0 100 150 200

Conc. (ng/mL)
Figura 6: Linearidade da estabilidade do derivatizado

4.2 Preparo da Amostra

Na escolha do preparo da amostra fatores como nisfidades da técnica pelo
laboratorio analitico e custo total da andlise desger levadas em conta. As técnicas de ELL,
liofilizacdo e SPE encontravam-se disponiveis para utilizacdo, sendo a terceira com o
maior custo tendo em vista que um ensaio de biodibpidade utiliza um namero muito
grande de amostras e cada cartucho de SPE temlammuato elevado.

As extracOes utilizando SPE apresentaram baixasfiepara concentracfes menores
enquanto as extracoes ELL e liofilizacdo apreser@&® inferiores a 15%, ou seja, valores
de precisdo aceitaveis, conforme descrito na TabélaPorém a liofilizacdo apresentou
valores de recuperacdo muito superiores a 100%tpdes as concentracdes evidenciando
um efeito de matriz elevado. Na Figura 8 o mesnsult®&do pode ser observado para
extracdo com SPE. Valores de recuperacdo proximb@08& puderam ser alcancados na
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ELL. Todas as extracOes foram lineares (FiguraTaleela 15). Desta forma a ELL pode
apresentar os melhores resultados além de semieaée menor custo de andlise.

Tabela 14 Precisdo dos métodos de extragcdo expressos ditiexte de variacao relativo

Métodos de extracao

Conc (ng.mL%)

Liof ELL SPE
1 14,8 13,8 37,6
50 9,7 1,6 6,8
300 5,4 7,4 2,3
Liof-extrag&o do plasma liofilizado; ELL-extracdquido-liquido; SPE-extracéo em fase sdlida
4
% Liof
= 10
=
= + SPE
=
s ELL
» Padréo
D T T T 1
0 100 200 300 400

ng/mL
Figura 7: Linearidade das extracfes

Tabela 15 Equacdes de linearidade das curvas de extragdes

Métodos de extracao

Parametros Padrao Liof ELL SPE
a 0,0079 0,0082 0,0076 0,0105
b 0,0032 0,0453 0,0097 0,0311
r? 0,9998 0,9979 0,9999 0,9999

Liof — liofilizag8o; ELL — extracéo liqui-liquidd&3PE — extragdo em fase solida; a-coeficiente andaeoeficiente linear;
r’-coeficiente de correlagéo

2001
11

50
300

100

recuperagio(%)

I | :
. I inf SPF N Fl 1 . .
Figura 8: Recuperacao relativa das extracdes
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O meétodo escolhido para extracdo das amostraslioj &n razdo do menor custo,
melhores valores de recuperagédo, menor efeito dezneamelhores resultados de preciséo
guando comparada aos outros métodos.

4.3 Validacdo da Metodologia Analitica
4.3.1 Linearidade

As curvas de calibracdo para métodos bioanaliséospreparadas na propria matriz
bioldgica para minimizar os desvios que podem ecatevido a influéncia da matriz.

A linearidade de um método analitico € sua capedeidie obter resultados de teste
diretamente proporcionais a concentragdo do anaditamostra, dentro de uma determinada
faixa. A precisdo e confiabilidade dos resultadesudh ensaio ou teste de uma amostra
desconhecida sdo baseadas na validade e eficé#maarva padrdo, construida baseada em
um modelo. Os modelos mais utilizados para cordtrudesta relacdo sdo baseados em
ajustes de equacgfes matematicas envolvendo o mégdsdminimos quadrados (MMQQ), no
qual a melhor curva sera aquela que fornecera mmalor para a soma quadratica dos
residuos obtidos entre o sinal analitico medidp €yd sinal analitico predito (“yi), para um
conjunto de N pontos experimentais (RIBEIRO et24(8).

Medida Instrumental Curva Analitica

...... v,
Residuo

Intensidade do Sinal Analitico

Concentragéo

Figura 9: Relacdo entre o sinal analitico e o ruido em tegeesséo linear (RIBEIRO et al.,
2008)

O ajuste da curva pelo método dos quadrados miniarascera os coeficientes de
regressao (coeficiente angular e linear) de acoodoo modelo abaixo, determinando a curva
de calibragao.

y=ax+bh
Onde: y é a variavel dependente
X € a variavel independente
a é o coeficiente linear da reta
b é o coeficiente angular da reta

Uma vez determinada a curva de calibracdo a camg@at de uma amostra
desconhecida podera ser calculada através de sd@tad® analitico. A adequacdo do ajuste
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da curva é determinada pelo coeficiente de codelacque € a razdo da covariancia entre a
concentracdo, X, e 0 sinal analitico, y, com o ptoddos desvios padrdes de x. Este
coeficiente pode variar de -1 a 1. Valores proxirdesl indicam alta correlacdo positiva,
valores proximos a -1 indicam alta correlagdo negatnquanto valores préximos a zero
indicam total falta de correlacdo. Modelos de calffo com alto residuo no sinal analitico ou
pontos mal distribuidos ao longo da faixa de cafiio poderdo fornecer um bom coeficiente
de correlagdo, mesmo que uma funcdo linear ndo aejmelhor descricdo para o
comportamento entre as varidveis dependente eendepte (RIBEIRO et al., 2008; SOUZA
et al., 2005).

Para evitar problemas de falta de ajuste durammodelagem, faz-se necessaria a
analise cuidadosa do grafico dos residuos do sinalitico e a aplicacdo de testes para
determinar a faixa na qual a curva de calibraca@samta um comportamento linear.
Diferentes dispersdes de residuos podem ser olbsasreanforme descrito na figura abaixo.

Néo linearidade
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Figura 10 Diferentes dispersfes de residuos (RIBEIRO £2a08)

Devido a ampla faixa de linearidade estudada, eral geais de duas ordens de
grandeza é de se esperar que a variancia em cattadzoreta seja diferente e a condicédo de
homogeneidade de variancia, designada por homasaadade, ndo seja cumprida. Assim as
concentracdes mais elevadas tendem a influencaidipésar”) a reta de calibracéo, resultando
na perda da exatidao, especialmente nos seus poatebaixos, préximos ao LQ.

De fato, devido & ampla faixa de trabalho empregegée estudo (0,2 a 300 ng.mL
4 ordens) valores discrepantes da variancia doslues foram encontrados durante a
construcdo da curva de calibracdo. Estes resulfamtesm ser observados na Figura 11.
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Figura 11: Dispersédo de residuo da curva de calibracdo e@apd® a regressao linear
simples

Para confirmar a heterocedasticidade do métodatiiizado o teste F de variancia
entre as concentracdes extremas do método (0,2 eg3MLY). Os resultados estdo descritos
na tabela 19 e determinam um p igual a 0,0000andic que a hip6tese nula do teste deve ser
rejeitada, ou seja, as variancias sao desiguaimétado € heterocedastico. Para a construcao
do gréfico de residuo e teste F foram utilizadoga$os das trés curvas de calibracao feitas
em matriz biologicas. Para a construcdo dos gafdm residuo foi utilizado o programa
estatistico MINITAB 15 enquanto para o teste Futdizado o programa EXCEL 2007.

Tabela 168 Resultado do teste F para a variancia dos residaocurva de calibragdo por
regressao linear simples

T \VM/ABA
Estatistica 0’2 ng.mL‘l 300 ng.ml_'l I:calculado I:critico D-Va|0f
Media 0.0124 21238
Va”lfl‘”c'a o,gooo 0'5063 0,0000 0,1980 0,0000
GL 5 5

N- nimero de amostras; GL- gral de liberdade

Geralmente, 0 modelo de regressao linear simpksas que os valores da variavel
“X”, sao fixos e sdo medidos sem erro associadeeeog valores de “y”, sdo estatisticamente
independentes e suas variancias sao iguais. EBitac® nao ocorre em métodos
heterocedasticos. Por este motivo o modelo dos MM@Q é a melhor alternativa para
descrever o método (SOUZA et al., 2005). Nestegscasnelhor modelo a ser utilizado é a
regressao linear ponderada (RLP), onde a uma deweig serd ponderada a um fator para
corrigir sua variancia de residuos. Uma curva b@mtada devera apresentar erros com
distribuicdo uniforme, média zero, variancia comta(homocedastidade) e auséncia de
amostras atipicas (RIBEIRO et al., 2008).

Seis fatores de ponderacéo foram testados. Sadléted/ > 1/E; 1ly; 1° e 11y,
Cada uma das ponderacdes foram inseridas nas aewadibracdo anterior e os graficos de
residuo gerados foram analisados juntamente cosrsgeessoes (Tabela 17 e Figura 12). A
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ponderacdo 1fxe 1/x apresentaram as melhores dispersdes deassicdbs menores valores
de erro relativo, porém a ponderacdo®Igrssui coeficiente de correlagéo inferior a 0,98
preconizado pelo guia da ANVISA. Desta forma a goadao 1/x apresentou os melhores
resultados sendo entdo utilizada para a constrdg&ocurvas de linearidade do método
validado.

Tabela 17 Parametros da curva de calibragéo para os tratamtestados de regresséo linear

ponderada

Ponderacgéo Coef. Linear (a) Coef. Angular (b) r’ Erro Relativo
1 0,0070 0,0096 0,9971 16,89

1/x* 0,0070 0,0107 0,9999 0,16

1°* 0,0070 0,0105 0,9999 2,10

/% 0,0070 0,0108 0,9750 0,00

1ly 0,0070 0,0105 0,9981 21,97

Vs 0,0703 0,0100 0,9980 21,73

1/y2 0,0070 0,0107 0,9969 23,50

* ponderacao selecionada

Foi realizada a linearidade intra-dia e inter-deandétodo através da construcdo da
curva de calibracdo em matriz bioldgica. Nas Tabdlg, 19 e Figuras 20 abaixo seram
demonstrados os resultados obtidos para a com@ow; linearidade do método através da
regressao linear ponderada ao fator de 1/x.

Todas as curvas de calibragdo construidas cumpdoammos critérios de linearidade
estabelecidos pela ANVISA e recuperagdo pela AOAOmétodo foi considerado linear e a
equacao da reta utilizada para a quantificacdcadasstras sera y= 0,0070x + 0,0107, onde
“y” € representado pela relacdo de area IVM/ABAxESera representada pela concentracao
(ng.mLY) de IVM.
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1T

Puests es

Figura 12: Graficos de residuo das regreésﬁes ponderadws.lab- w=1/x; c- w=1/%>: d-

w=1/¢; e- w=1ly; - w=1/Y> g- w=1/y.
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Tabela 18 Equacao das curvas de calibracéo

Dia Amostra A b r?
1 Padrao 0,0075 0,0050 1
Matriz 1 0,0069 0,0107 0,9990
5 Matriz 2 0,0071 0,0105 0,9980
Matriz 3 0,0072 0,0118 0,9990

a-coeficiente angular; b-coeficiente linedrcoeficiente de correlagédo

S Clirvia dé insarjdade :5:

matriz dia 2
Tabela 19 Recuperacgao e Exatidao da Linearidade
Conc (ng.ml_'l) Matriz 1 _ Matriz 2 _ Matriz 3 _
Recuperacdo Exatiddo Recuperacdo Exatiddo Recuperacdo Exatiddo

0,2 103 95 102 86 115 95
20 86 91 101 110 94 101
50 100 105 92 95 90 93
100 100 104 100 94 100 104
200 98 101 99 102 100 103
300 93 96 100 103 100 103
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Tabela 2Q Precisdo da Linearidade

1 CV%

Conc (ng.mL") Intra-dia Inter-dia
02 23 6,3
20 9,8 7,6
50 53 54
100 5,5 50
200 08 L1
300 4,3 3.8

CV% - coeficiente de variagéo relativo

4.3.2 Recuperacao

A quantidade de analito recuperado em uma amosva der precisa, exata e
reprodutivel. Sdo desejaveis recuperacdes proxanbE30%, entretanto, quando se trabalha
com matrizes complexas como plasma e outras matdeeorigem biol6gica, € comum a
obtencéo de valores mais baixos. A recuperacadubs®é calculada tomando a média das
areas das amostras FD como 100%.

RA% = Aga x 100
Arp
Onde: A-x= area de IVM fortificada antes do processo deag#iw
Arp = area de IVM fortificada depois do processo deagio

O uso do Pl compensa as perdas que podem ocoreentélw processo de extracdo. O
ideal é que a substancia usada como Pl apresenituss semelhante a do analito. Para
compensar as perdas de extracao foi utilizadaupesacao relativa, onde a relacdo de area de
IVM/ABA fortificada depois da extracdo é utilizadamo 100%. Assim a recuperacao
relativa é calculada conforme a seguinte formula.

RR% = RAFa X 100
RAFD

Onde: RA = area de IVM/ABA fortificada antes do processcedacéo
RAgp = area de IVM/ABA fortificada depois do processoektracao

Com esta correcao valores de recuperacao reld@tovenaiores e mais precisos.

As Tabelas 21, 22 e 23 reportam os valores de eeagfio absoluto e relativo para as
amostras de validacdo nos pontos CQB, CQM e CQ¥al@ médio de recuperacao relativa
foi de 89,9%.
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Tabela 21 Ponto de controle de qualidade baixo

Rec Rec

Dia Media CcVv CV% Media CVv CV%
abs rel
62,4 68,8
65,1 73,1

1 62,1 66,0 9,3 14,2 66,6 76,7 15,0 19,6
59,3 70,9
81,0 102,6
49,3 76,8
67,3 75,7

1 70,6 64,3 8,3 129 78,4 76,9 3,5 4.6
67,4 80,2
66,7 73,5
75,0 79,6
75,0 79,1

2 57,8 67,7 8,7 12,8 59,7 71,0 9,2 13,0
73,1 75,3
57,6 61,4

Media 66 74,9

Rec abs: recuperagéo absoluta; Rec rel: recuperelgdiva; CV: coeficiente de variacéo; CV%: coefiteede variacdo
relativa

Tabela 22 Ponto do controle de qualidade medio

Dia Rec abs Media CvV CV% Rec rel Media CV CV%

89,6 96,1
81,8 97,0

1 145,8 120,5 31,4 26,0 98,3 96,1 2,1 2,1
154,1 92,4
131,4 96,6
98,6 95,1
85,7 94,1

1 118,7 125,8 29,0 23,0 89,8 94,9 3,1 3,1
155,6 97,6
160,3 97,8
120,5 98,1
94,0 96,4

2 71,9 91,8 17,0 18,5 96,2 97,4 13 14
84,6 99,2
87,8 97,3

Media 112,7 96,1

Rec abs: recuperagdo absoluta; Rec rel: recuperelgliva; CV: coeficiente de variagdo; CV%: coefiteede variacdo
relativa
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Tabela 23 Ponto do controle de qualidade alto

Dia Rec abs Media CV CV% Recrel Media CVv CV%
60,7 96,7
74,6 94,9

1 1249 96,8 32,6 33,6 100,0 98,8 2,7 2,8
90,4 100,6
133,3 101,8
63,4 95,9
71,2 97,1

1 65,9 67,6 3,8 5,7 98,0 97,3 1,7 1,8
64,8 95,5
72,6 100,1
71,5 101,2
74,4 105,3

2 99,5 67,0 29,0 43,3 100,6 99,6 5,0 5,0
73,9 99,8
15,9 91,0

Media 77,1 98,6

Rec abs: recuperagdo absoluta; Rec rel: recuperelgliva; CV: coeficiente de variagdo; CV%: coefiteede variacdo
relativa

4.3.3 Seletividade/Especificidade

A seletividade estabelece o quanto um método amabtindiferente as espécies que
estdo presentes na amostra e que poderiam interéedeterminacao do analito de interesse,
neste caso a IVM.

De acordo com a RE n°899/2003, a avaliagdo daisedte é feita com base na
observacao do aparecimento de picos interferemeamostras de plasma normal, lip€mico e
hemolisado analisados. Qualquer amostra brancapgpesente interferéncia significativa no
tempo de retencdo do farmaco, metabdlito ou padtémo, deve ser rejeitad® meétodo foi
considerado validado para este parametro uma watgndeu as especificacdes descritas na
RE n°899/2003 e ndo apresentou interferente no méempo de retencdo do analito e do
padréo interno, como pode ser observado na Figura 1
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Figura 14: Cromatogramas de seletividade. 1-Padréo 25ng, rAtbranco do reagente; 3
amostra jejum, 4-amostra lipémica, 5-amostra hesadé

4.3.4Precisao e Exatidao

Precisdo €& parametro relacionado a concordanciae eas valores obtidos
experimentalmente. Quanto menor a amplitude douoctmjde valores, mais precisa € a
medida do método. A precisdo fornece uma medidardp aleatério da analise. Deve ser
avaliada dentro de um mesmo dia de analise (preaé-dia, repetitividade) e entre dias
diferentes (precisao inter-dias, reprodutibilidadeprecisdo é avaliada através do célculo do
CV% das concentracdes calculadas para as amostmm@das. Os limites estabelecidos pela
RE 899/2003 sédo de 20% no LQ e 15% nos demaissndesiconcentracdo. Os resultados
apresentados na Tabela 24 atendem os critéridsetstalos na RE899/2003.

A exatiddo é uma medida da concordancia entre uon &aeito como verdadeiro ou
um valor de referéncia e o valor encontrado emadsrde concentragcdo nominal. E avaliada
pelo célculo da variacdo encontrada nas amost@stifjcadas em relacdo ao valor nominal
das mesmas. Os limites estabelecidos pela RE m2@®®sao de 80 a 120% no LIQ e 85 a
115% nos demais niveis de concentracao.

Tabela 24 Resultados de Precisao e Exatidao

Conc (ng.mL™) __Precisdo : __Exatidao ‘
Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia

CQB 13,8 13,9 93 38
CQM 2,8 2,6 100 100
CQA 2,4 3,5 101 101

CQ- controle de qualidade (B-baixo; M-medio; A-alto)
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O método demonstrou-se preciso e exato pois nendosresultados calculados se
mostraram fora dos limites estabelecidos na REJ12893.

4.3.5 Limite inferior de quantificacao

E a menor quantidade de analito presente numa emgsé pode ser determinada
quantitativamente com precisdo e exatiddo adequ&dggindo a RE n°899/2003, a relacéo
sinal/ruido neste nivel de concentracdo deve seiormgue 5. As cinco amostras
independentes do LQ encontram-se dentro dos paxd@srestigidos pelo guia, confirmando o
limite de quantificacdo do método de 0,2 ngmtonforme demonstrados na figura 15 e
tabela 25.

500 VALIDACAD IVER #155 0.2 ngimL Emission
ey,

T ENE430 nr]

250

elig

-1 T T T T T T T
0,00 1,00 200 3o 400 5,00 800 7,00 8,00

Figura 15: Cromatograma de LQ com S/R de IVM >5

Tabela 25 Resultados de relagdo sinal-ruido, exatiddo eig&ie do limite inferior de
quantificacao

Amostra Relacdo S/R Exatiddo Preciséo
1 6,6 101
2 53 97
3 8,7 115 6,6
4 6,3 102
5 6,3 103

S/R- sinal-ruido

4.3.6 Estabilidade

Os testes de estabilidade sé&o avaliados atravéaldao da precisdo e exatidao das
concentracdes calculadas para os niveis testad@, (CQM e CQA). A ANVISA estabelece
0S mesmos critérios adotados para os testes degwec

Durante este estudo o método se mostrou estavelt@ados os testes (Tabela 25, 27,
27 e 28) exceto o de curta duracédo, onde a améstrdraida e analisada apenas apos 24

37



horas. Isso indica que este procedimento ndo évebste ser utilizado durante a analise das
amostras desconhecidas (Tabela 26).

A estabilidade de longa duracédo revelou que as taasoslevem permanecer no
méximo por 1més armazenadas a -20°C antes de seaivadas. Periodo superiores a este
podem comprometer a integridade da amostra e poseqgoencia levar a resultados
discrepantes na analise (Tabela 29).

Tabela 26 Estabilidade de curta duracéo

VM/ABA
e Inicial 24h A
0,0320 0.0174
COB 0.0320 0.0192 358
0.0231 0.0108
1,4723 1,3906
COA 1.4441 1.3949 2.4
1.3827 14113

CQ: controle de qualidade (B — baixo; A — alto); cu®eficiente de variacéo relativa

Tabela 27 Estabilidade P6s-Processamento

VM/ABA
cQ Inicial 12h Ut
00320 00336
COB 0.0320 0.0300 8.3
0.0231 0.0281
1,4723 1,4428
COA 1.4441 1.4362 1,0
1.3827 1.4130

CQ: controle de qualidade (B — baixo; A — alto); cu®eficiente de variacéo relativa

Tabela 28 Estabilidade de Ciclo de congelamento

IVM/ABA

e Inicial Ciclo de congelamento S
0,0320 0,0248
CcQB 0,0320 0,0225 17,0
0,0231 0,0236
0,3944 0,3360
CQM 0,4097 0,3427 7,4
0,3857 0,3739
1,4723 1,4273
CQA 1,4441 1,4212 2.0
1,3827 1,4332

CQ: controle de qualidade (B — baixo; M — médio; Alte); cv%- coeficiente de variagao relativa
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Tabela 29 Estabilidade de Longa

co IVM/ABA
Inicial 1 més CV % 2 meses CV%
0,0120 0,0141 0,0077

COB 0,0119 0,0162 7,2 0,0076 41,0*
0,0134 0,0137 0,0032
1,4723 1,4908 1,6065

CQA 1,4441 1,4823 2,4 1,6294 4.9
1,3827 1,4439 1,6591

CQ: controle de qualidade (B — baixo; A — alto); cv@eficiente de variacao relativa ; * amostra nété\el
4.4 Curva de Concentracao Plasmética

Para correlacionar os dados de concentracdo plasntéim o tempo de coleta, cada
animal foi analisado indivialmente.

Para determinar o modelo de distribuicdo da IVM dbservado o coeficiente de
correlacdo obtido da regressao linear do perfilsipitico da curva exponencial de
concentracdo versus tempo. Foram encontrados salwleativos de dois compartimentos,
com a visualizacdo de duas retas distintas. A sefai atribuida a fase de distribuicéo
enquanto a retfl corresponde a fase de eliminacédo. Este resultade per observado na
Figura 16. Este fato se deve a caracteristicailipmfda IVM que tende a se depositar em
tecidos subcutaneos e com isso ter constantestlibuicdo de valores diferentes dos tecidos
e do compartimento sanguineo (BORGES et al.,, 2@BITTRAKARN et al., 2008;
CANGA et al., 2009; ERASLAN et al., 2010).

Semi-Log Plot
Concentration - Time Curve

1000.0 1

100.0 1

10.0 4

1.0

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Figura 16: Grafico da concentragcdo exponencial versus tetegoermectina

Para o calculo do by sera utilizado a equagao In ZHibuicao (Kdis), onde Kist
representa a constante de distribuicdo do medidamemguanto o Ty sera calculado com a
equacao In 2/ Kminacao(Ke) onde, K representa a constante de eliminagdo do farmaco. A
AUC serd calculada através regra trapezoidal condatescrito por LIFSCHITZ (2004).
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Durante o estudo a IVM foi detectada no plasmateogos entre uma (1) hora e 18
dias. A AUG. foi de 8490,7 enquanto a AYCfoi de 8411,2, correspondendo a 99% da
AUC,4. A formulacéo obteve um, G, de 350,7 ng.mt alcancado em quatro (4) horas. Estes
dados demonstram que a IVM possui uma taxa de glsonuito rapida. Estes dados estéo
disponiveis na Tabela 30.

Diversos estudos ja foram publicados relatandorbl pgasmatico de IVM em caes
para dose de 0,2mgkg(KOJIMA K., YAMAMOTO K., NAKANISHI Y., 1987;
GOKBULUT et al., 2006; ERASLAN et al., 2010). Estestudos também demonstram seus
dados com modelos de dois compartimentos. A« @édia na via SC foi de 40 ng.mL
enquanto a VO apresenta dados bem discrepanteandaride 117 ng.mt no estudo
realizado por Gokbulut (2006) e 19 ng.fhho estudo realizado por Kojima (1987). O valor
escontrado de L« para presente estudo foi bem superior ao reportad@studos anteriores
(350,7ng.mLY). Esta diferenca pode ser atribuida ao aumentiosia para 0,6mg.kg

O ty» de eliminacéo apresentado pelos estudos anteparaformulacdes SC foi bem
superior ao encontrado na VO, aproximadamente 132 leoras respectivamente . Isto pode
ser explicado pela lipofilicidade de IVM que tendese depositar no local de aplicacédo
gerando uma liberacdo mais prolongada em formuta@@. O mesmo n&o ocorre em
formulacdes orais diminuindo seu tempo de meia-vidapresente estudo apresentou um
valor de t, de eliminacdo um pouco menor do que 0s estudesi@ms, porém pode ser
observado que os animais do estudo com pesos rseapresentaram valores dg de
eliminacdo menores se comparados aos animais coonesgesos. Este fato pode ocorrer
pois animais mais pesados, em geral, possuem massa de tecido adiposo. Devido ao seu
carater lipofilico, a IVM tende a ser liberada nlaistamente destes tecidos aumentandg o t
de eliminacao.

Eraslan (2010) encontrou uma AUC média de 4054.md hpara dose de 0,2mgkg
de formulac¢des contendo IVM aplicados via SC. Qilggasmatico apresentado neste estudo
possui uma AUC de 8491ng h.mLvalor pouco superior ao dobro do encontrado pasl&n
(2010). Este dados corroboram com o valor médidd& descrito neste estudo, pois em
doses maiores a AUC da IVM é aumentada devido disdiésponibilidade ser linear a dose,
conforme descrito anteriormente.

O grafico da concentracdo plasmatica de IVM vetsugo de coleta com o desvio
padrdo encontrados entre os individuos pode senaimo a Figura 17.
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Tabela 3Q Parametros da curva de concentracao plasmatievamaectina oral e peso dos animais utilizados

A Animal .
Parametro 1 > 3 2 5 6 Z 8 9 10 Media £ CV
Cha (ng.ml_'l) 340,5 390,0 404,8 304,4 506,7 177,2 318,0 333,8 ,0384347,2 350,7+ 84,1
Tmax (h) 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4,0+0
AUC4 (ng h/mL) 13201 10095 9315 6654 9186 4742 5580 6780 10957 2 8398490,7+ 2599,9
AUCq (ng h/mL) 13107 10086 8717 6643 9183 4726 5580 6741 10942 2 8388411,2+ 2570,4
T1 a (h) — distribuicéo 2,3 1,4 3,3 4,7 4,2 2,5 2,9 8,1 9,3 6,2 45+2,6
T2 B (h) — eliminacdo 56,5 31,0 104,1 46,9 44.8 28,0 24,9 50,2 51,2 33,5 47,1+22.8
Vvd (L/kg) 4.4 3,6 12,1 7,5 4,3 6,2 5,3 8,7 5,5 4,8 6,3+2,6
Peso (kg) 12,7 11,0 16,0 12,1 9,7 12,5 11,0 11,0 ,011 10,8

Cmaxconcentracdo plasmatica maximasxd tempo onde ocorre afe AUC: area sob a curva da concentracao plasméticsas tempo; ioq:
tempo de meia-vida de distribuicaq;J: tempo de meia-vida de eliminagéo; Vd: volume id&riuicéo
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Figura 17: Grafico da curva de concentracao plasméatica deneetina oral em caes

Os valores encontrados de,af baixo e Gax alto indicam uma absorcao rapida da
IVM na formulag&o oral utilizada. Canga (2009) dese uma répida absorcdo de IVM em
cées quando comparada a animais ndo monogastoicos,ex entre trés (3) e cinco (5) horas
e um aumento de sua absor¢cdo em formulagcdes @aismprimidos palataveis exatamente
como observado.

Maiores desvios podem ser observados na faixdsi®r@io se comparado as outras
etapas (distribuicdo de 4 a 24h e eliminacédo da 832h). Este fato pode ser associado ao
baixo numero de pontos de coleta durante o estiigionimero maior de pontos de coleta na
fase de absorgéo e proximos ao valor gg € desejado.

4.5 Avaliagéo da Eficacia de lvermectina Oral ContraC.f.felis e R. sanguineus

As médias das contagens de pulgas, antes e depdiatdmento, assim como a sua
eficacia estdo apresentadas na Tabela 31. As namli@asgas vivas do grupo controle para os
dias +2 e +7 foram de 31,3 e 60,4 respectivamente.

As médias de&C. f. felisdo grupo tratado foram de 35,1 e 49,6 para os+fias +7,
respectivamente. Nao houve diferenca estatistita aa médias dos grupos tratado e controle
nos dias +4 e +7. Para o dia +4 a eficacia foi % 8 no dia +7 foi de 18% sendo assim o
estudo foi encerrado neste dia por apresentarcefic@éduzida e sem diferenca estatistica
(Tabela 31).

Foi realizado o teste de Pearson, na tentativatelacionar as contagens de pulga do
grupo tratado com a concentracdo plasmatica eracantros tempos +2 (48 horas) e +7 dias.
Foram observados valores de r muito préximos aeeaores de p maiores ou iguais a 0,05.
Este resultado indica total falta de correlacdoeeas contagens de pulgas do grupo tratado e
a concentracao plasmética de IVM nos dias +2 elaligla 32).
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Tabela 31 Resultado da contagem de pulgas

N° de pulgas vivas apos o tratamento

N ENITITEL Dia +2 Dia +7
Controle
1 11 73
2 40 62
3 29 62
4 29 57
5 44 82
6 45 69
7 21 18
Media 31,3 60,4
lvermectina 60Qug.kg*
1 7 32
2 57 73
3 9 66
4 39 43
5 21 31
6 21 63
7 31 29
8 0 41
9 7 59
10 11 59
Media 20,3 49,6
Eficacia 35,1 17,9

®Colunas com médias de mesma letra ndo diferem isigtivemente (p>0,05).

Tabela 32 Correlagdo de Pearson entre o numero de pulgass yos-tratamento e
concentracdo plasmatica de ivermectina

Dia Conc. (ng.mL?) Faixa Media do n° pulgas Faixa r P
+4 22,8 41-11 20,3 0-57 -0,19 0,61
+7 0,7 0-1,8 49,6 29-73  -0.64 0,05

p >= 0,05, ndo ha significancia estatistica paeste de Person.

Zakson-Aiken (2001) demonstrou em estudweitro ein vivo que as avermectinas, de
uma forma geral, ndo apresentam alta eficacia mbate aC.f. felis,sendo a IVM uma das
avermectinas de menor eficaamavitro. Bezerros infestados co@f. felistambém néo foram
desparasitados com o uso de ivermectina subcufAmRAUJJO et al., 1998). Phipps (2005)
demonstrou maior permeabilidade da selamectinaénebm de pulgas em comparacao a
ivermectina e sugeriu que esta diferenca de peiiiteate pode ser responsavel pela sua
baixa eficacia no combateGf. felis Estes dados corroboram com os encontrados duante
estudo de eficacia e biodisponibilidade, pois imthejente da concentracdo plasmatica de
IVM nao foi encontrada eficacia significativa.

As médias das contagens de carrapatos, antes i depiwatamento, assim como sua
eficacia estdo apresentadas na Tabela 33. As n@Elasanguineusvivos do grupo controle
para os dias +2 e +7 foram de 19,1 e 24,6 resp@ctnte.
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As médias da contagem de carrapatos do grupo dréeadm de 6,3 e 18,5 para 0s
dias +2 e +7 respectivamente. SO houve diferentigigca entre as médias dos grupos
tratado e controle para o dia +4. Para o dia +icaaa foi de 67% e no dia +7 foi de 24%
sendo assim o estudo foi encerrado neste dia pesaqtar eficacia reduzida e auséncia de
diferenca estatistica entre as médias dos grupiagltr e controle do dia +7 (Tabela 33).

Todos o0s grupos de parasitas apresentaram digfitbunormal para o teste de
Shapiro-Wilk.

Tabela 33 Resultado da contagem de carrapatos

N° de carrapatos vivos apés o tratamento

N° animal

Dia +2 Dia +7
Controle
1 10 19
2 25 33
3 13 16
4 16 34
5 19 30
6 22 24
7 29 16
Media 19,7 24,6
lvermectina 600ug.kg™*
1 9 5
2 8 20
3 5 31
4 2 40
5 4 6
6 6 20
7 3 3
8 2 7
9 11 5
10 13 48
Media 6,3 18,5
Eficacia 67,1 24,7

aColunas com médias de mesma letra ndo diferem isigiivmente (p>0,05).

Foi realizado o teste de Pearson, na tentativa adeelacionar as contagens de
carrapatos do grupo tratado com a concentracamatee® encontrada nos tempos +2 (48
horas) e +7 dias. Foram observados valores detomprudximos a zero e valores de p maiores
que 0,05. Este resultado indica total falta deetag¢éo entre as contagens de carrapatos do
grupo tratado e concentracdo plasmatica de IVMdnexs+2 e +4 (Tabela 34).

Tabela 34: Correlagdo de Pearson entre o numero de pulgas \pés-tratamento e
concentracdo plasmatica de ivermectina

Dia  Conc. (hg.mL") Faixa Media do n° carrapatos Faixa r P
+4 22,8 41-11 6,3 2-13 0,12 0,73
+7 0,7 0-1,8 18,5 48-3 0,050,89

p >= 0,05, ndo ha significancia estatistica paeste de Person
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Poucos estudos utilizando procotolos baseados inadguWAAVP (Worl Association
for de advancement of Veterinary Parasitology) (MAARONDO et al., 2007) para o teste da
eficacia contr&R. sanguineusdo encontrados.

MORSY (2000) demosntrou que IVM via SC na dose ,8gdkg” foi suficiente para
eliminar 100% dos carrapatos em quatro dias noiemsasivo. O mesmo estudo expde o
parasita a papel de filtro impregnado com solugfeB/M em diferentes concentracdes para
um testan vitro. Este s6 consegue eliminar totalmente o carragatoconcentragdes iguais
ou superiores a g/mL. Apesar de relatar eficacia, Morsy utiliza minmero de animais
muito pequeno (apenas 2 por grupo) e ndo deixa alaarga parasitaria de cada animal uma
vez que sao infestados naturalmente. Os resultadosntrados no presente estudo nédo
corroboram com os demonstrados por Morsy provaveknpela falta de padronizacédo da
carga parasitaria de seu estudo e pelo baixo nUtesaoimais.

Outro ensaio (ROY et al., 2010) demonstrou a eficde 100% apos 14 dias para uma
formulacdo pour on na dose de 1mL/10kg de pesoacados com intervalos de sete dias
no combate do carrapato. Esta eficacia pode essaciada ao fato do produto ser topico e
também exercer efeito carrapaticida ao contatdaltem a IVM. Este efeito ndo pode ser
observado no presente estudo, pois a via de adragé® escolhida foi oral. Este fato
explicaria a diferenca de eficacia encontrada erdrestudos.

Em um estudo na regido de lbitna, Sdo Paulo, cdestados naturalmente foram
tratados com duas doses de ivermectina via SC @ey8®, com intervalo entre doses de 15
dias e apresentou total auséncia de carrapatosuapdsemana de tratamento. Este estudo
tinha apenas um carater educacional. Visando arigitbprietarios de caes aos cuidados
bésicos veterinarios. O controle de parasita falizado apenas visualmente durante a visita
da equipe de veterinarios a casa dos proprietdsieshum controle foi realizado no sentido
de monitorar a eficacia do carrapaticida, nem mesmperiodo em que a pesquisa foi
realizada € documentado. Desta forma ndo € posgérahtir que nenhum outro método
inseticida foi utilizado e que a IVM foi a Unicasppnséavel pela desinfestacdo dos animais
(NOGARI et al., 2004).

O tratamento de cades com IVM via SC na dose deg2@memonstrou-se eficaz para
o0 combate ao carrapato no estudo realizado por (RGG5). Este estudo tinha por objetivo
avaliar a possibilidade dB.sanguineuser vetor dol'rypanossoma cruzi Desta forma foi
investigado o controle do carrapato com altas ddseB/M e posterior analise do mesmo
para verificar a presenca ou auséncialdoruzi E importante ressaltar que a dose utilizada
neste estudo é 100 vezes superior a preconizadaop#so da IVM e mesmo em altas doses
nao foi possivel impedir nova reinfestacdo do gat@nos animais tratados.

Os valores de eficacia encontrados no presentdaesto inferiores ao relatado e nao
sugere um efeito residual do produto, porém nenhllos estudos acima determinou
protocolos apropriados para a avaliacdo da efi@piar este motivo valores discrepantes aos
relatados anteriormente podem ter sido encontrados.

Segundo o guia da WAAVP (MARCHIONDO et al., 2008) roduto com eficacia
pulicida e carrapaticida devem promover a redugg®@o da populagdo, ou seja, possuir
eficacia de 90%. Estes resultados nédo foram eramwdrpara a formulacéo oral de IVM em
dose Gnica de 0,6mg.Kg
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5.0 CONCLUSOES

Foi possivel ajustar o método com extracao ligliigisido para andlise de ivermectina
em plasma canino por CL-FL com um limite de qu&#{fdo baixo o suficiente para
possibilitar a constru¢do de uma curva de conogidrplasmatica.

A curva da concentracdo plasmatica de ivermectirzd wa dose de 0,6mgkg
administrada a em dose Unica a caes Beogle demorgia absorcao, boa distribuicdo e alta
taxa de eliminacdo, porém néo foi eficaz parataitnanto deC.f.felisnem doR. sanguineus.
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de IVM em animais de companhia é extremameifibedido, devido sua
seguranca e eficacia. Porém a banalizacdo do ustediramente, processo ja muito comum
entre humanos, também é observada na rotina @terifioje a IVM tem seu uso clinico em
cdes aconselhado para a prevencéo da dirofilanms®se de 0,2 mg.Rgle peso vivo e para
o tratamento da sarna dermodécica na dose diafebdmg.kg'. Porém informalmente vem
sendo administrada para o combate a pulga e ctorapa

Com o estudo em paralelo da eficacia e do pedsrmhtico foi possivel observar que
a formulacao oral foi absorvida e distribuida paiganismo. Este fato néao foi suficiente para
garantir a eficacia da droga no combaté.d. felise doR. sanguineus?orém apresentou
pequena eficacia ao combate Ro sanguineuyssugerindo que seu uso associado a outro
ectoparasiticida pode ser interessante.

Resultados discrepantes de eficacia para o condmiR.sanguineugpodem estar
associados a presenca de diferentes estéreo imME&o ha informacado na literatura sobre a
eficacia dos diferentes estéreos isbmeros, nem mdsraua presenca em cada formulacao.

Outro dado importante se refere ao fato da iverimeeder alta afinidade por proteinas
plasmaticas. Os métodos de extracdo utilizadoglii@eem moléculas ligadas a proteinas ou
isoladas. Esta informacdo pode modificar os nigdeigoncentracdo plasmética encontrados.
Apesar dos ectoparasitas promoverem a hematofégiaé rdescrito se a molécula mesmo
ligada a proteina possui atividade farmacoldgica.

E importante ressaltar que a pratica de determonperfil plasmatico de farmacos
veterinarios ndo é tado utilizada como em humanes, pode ser uma ferramenta muito Util
para um uso consciente de medicamento.

Em geral estudos de biodisponibilidade sao readig@adm o individuo completamente
saudavel, neste caso foi opgao realizar a eficdcta perfil plasméatico em paralelo para
mimetizar a realidade do tratamento e consegurelzmionar exatamente a dose plasmatica
obtida com a contagem de parasitos encontradoseonga foi possivel devido a baixa
eficacia encontrada.
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