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RESUMO

A ivermectina € um farmaco antiparasitario endectocida derivado da
avermectina, uma lactona macrociclica isolada do actinomiceto
Streptomyces avermectinus. Almeja-se com esse estudo a validagdo de
técnica analitica da ivermectina em plasma canino, com o intuito de
realizacdo de estudos farmacocinéticos, tendo em vista que ainda sao
necessarios testes clinicos em caes para aprovacdao de produtos
veterinarios. Além disso, o método otimizado e desenvolvido neste estudo
teve como obijetivo possuir vantagens analiticas quanto aos ja existentes. O
meétodo bioanalitico de escolha foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS), utilizando uma coluna
Zorbax® C18 da Agilent™ e como fase movel 90:10 (Metanol:H20) com
adicao de 0,1% de acido férmico e 5 mM de formiato de ambnio na fase
aquosa e na fase organica. O padrao interno escolhido foi a abamectina
devido a sua alta similaridade estrutural com a ivermectina. Ao realizar os
procedimentos de validagdo analitica, estabeleceu-se uma curva de
calibragdo com 7 pontos. Para os resultados de precisdo e exatidao intra e
inter-dia, foram injetadas triplicatas das concentragbes LIQ, CQB, CQM e
CQA. A precisao intra-dia teve CV na faixa 4,0 — 14,9% e a inter-dia 6,4% -
11,6%; a exatidao intra-dia teve valores na faixa 95,0 — 114,61% e a inter-dia
98,1 — 109,0%. Os estudos de estabilidade tiveram valores na faixa 88,8 —
98,2%. Todos os resultados estdo de acordo com os parametros
estabelecidos pela RDC ANVISA n° 27/2012. A técnica analitica foi utilizada
para determinar o perfil cinético da ivermectina p.o. em uma cadela sem raca
definida (SRD) de 2 anos com 14 Kg, e demonstrou ser adequado para a
quantificagdo das variacbes de concentracido tipicas de estudos
farmacocinéticos: Cmax = 17,85 ng/mL; Tmax = 1,00 h; AUCo-inf_obs = 2113,21
ng/mL*h; V4 =41,24 L/Kg. O método otimizado e desenvolvido teve reduzida
utilizacédo de solventes organicos em seu método de extragdo, menor tempo
de corrida analitica, menor volume de amostra utilizado e capacidade de ser

aplicado em estudos farmacocinéticos.



ABSTRACT

Ivermectin is an antiparasitary drug with endectocide activity, which is
derived from avermectin, a macrocyclic lactone isolated from actinomycete
Streptomyces avermectinus. This study aims to validate a new ivermectin’s
analytical methodology, in dog plasma, with pharmacokinetic and
bioavailability studies as objectives, regarding the still necessary clinical
studies in dogs for veterinary products approval. Moreover, the optimized and
developed method had as objective to have analytical benefits over the
existent methods. The chosen analytical technique was High Performance
Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry (HPLC-MS/MS) with
a Zorbax® C18 column from Agilent™ and, as mobile phase, 90:10
(Methanol:water) with 0,1% formic acid and 5 mM ammonium formate being
added to aqueous and organic phases. The internal standard of choice was
abamectin due to high similarity with ivermectin. Analytical validation was
performed through a calibration curve with 7. Precision and accuracy intra-
day and inter-day results were obtained through triplicate concentrations of
quality control samples. Intra-day precision had 4,0 — 14,9% CV values and
inter-day 6,4 — 11,6%. Intra-day accuracy had values between 95,0 and
114,61% and inter-day 98,1 and 109,0%. Stability studies had values
between 88,8 and 98,2%. All results agree with parameters stablished by
RDC n°27/2012. The analytical technique was used to determine ivermectin’s
p.o. kinetic profile of a 2-year-old female mongrel dog weighting 14 kg, and
proved adequate to quantificate typical concentration variations of
pharmacokinetic data: Cmax = 17,85 ng/mL; Tmax = 1,00 h; AUCo-inf obs =
2113,21 ng/mL*h; Va4 = 41,24 L/Kg. The optimized and developed method
had reduced use of organic solvents in its extraction method, faster analytical

run, lower sample volume and can be used in pharmacokinetical studies.



1. INTRODUGAO

O prdlogo da vasta historia da ivermectina se inicia com a descoberta
do micro-organismo Streptomyces avermitillis, atualmente nomeado como
Streptomyces avermectinus. o qual foi isolado de amostras de solo
japonesas e avaliado, juntamente com outros micro-organismos, para
descoberta de novos produtos de saude veterinarios, principalmente para
equinos, caprinos e bovinos (CAMPBELL, W.C. et al., 1983).

Apods analise de diversos actinomicetos descobriu-se, no anteriormente
citado, uma lactona macrociclica de 16 membros: a avermectina. Apos
aprimoramento dessa estrutura chegou-se a ivermectina, o derivado mais
potente e seguro. Este derivado 22,23-diihro da avermectina € caracterizado,
em sua forma comercial, por ser uma mistura entre as formas B1a e B1s
(Figura 1), as quais por serem moléculas apenas ligeiramente diferentes
pode-se considerar que ambas sao equipotentes (GWALTNEY-BRANT;
DECLEMENTI; GUPTA, 2018; OMURA, S.; 2007).. Ademais, na década de
80, sua atividade antiparasitaria foi inédita, sendo ativa contra helmintos,
aracnideos, insetos e considerado o primeiro endectocida — efeito em ecto e
endoparasitas (CAMPBELL, W.C. et al., 1983;).

lvermectina By, lvermectina By,

Figura 1. Estrutura molecular do farmaco antiparasitario ivermectina B1a € B1p.



Além disso, a farmacodindmica desse farmaco se caracteriza pela
potenciagdo dos canais de ions cloreto com ativagdo glutamaérgica. Estes
canais fazem parte da familia Cys-loop de canais de cloro ligante
dependentes que também contém como membros os ativados por acido
gama-aminobutirico (GABA), histamina e sensiveis a pH. Ao se ligar nos
canais glutamaérgicos, principal alvo em parasitas, a ivermectina causa uma
reagcdo neurotéxica que leva a paralisia e morte dos alvos biologicos e, nas
doses normalmente utilizadas, ndo afeta mamiferos devido a agao protetora
da P-glicoproteina presente no sistema nervoso central dessa classe de
seres vivos (CHACCOUR; HAMMANN; RABINOVICH, 2017; EDWARDS,
2003; PAPICH, 2016).

A ivermectina possui diversas vias de administragdo — cada uma com o
seu respectivo regime posoldgico. O medicamento comerciai Top Dog® é de
administragcéo oral com regime posoldgico de dose unica (0,06 mg/kg) (TOP
DOG, 2019).

Produtos contendo ivermectina sdo utilizados em diversos animais,
incluindo os caes, que sao classificados cientificamente como pertencentes
a classe dos mamiferos, ordem dos carnivoros, subordem caniformia, familia
dos canideos, género Canis, espécie Canis lupus e subespécie Canis lupus
familiaris. Sdo animais bem diversos quanto a racas — aproximadamente 400
— que variam drasticamente em tamanho e forma. Ja foram muito utilizados
em pesquisas por constituirem uma espécie que se relaciona muito bem
com os humanos, porém o numero de pesquisas com cachorros a fim de
testar produtos para consumo humano cairam drasticamente (NEMZEK et
al., 2015).

Todavia, os caes ainda sao utilizados para testes clinicos de produtos
para uso veterinario. Sabendo disso, é relevante ressaltar que uma dessas
areas de pesquisa é a relacionada com o tratamento de endo e (ou)
ectoparasitas utilizando a ivermectina (DANAHER et al., 2006; FOX, 2006;
GONZALEZ-CANGA et al., 2009; MCKELLAR; GOKBULUT, 2012).

Porém, o estudo farmacocinético em cies ainda € bem escasso, sendo

encontrados mais estudos para outras espécies animais, tais como bovinos,



suinos, equinos e caprinos (DANAHER et al., 2006; FOX, 2006;
GONZALEZ-CANGA et al., 2009; MCKELLAR; GOKBULUT, 2012).

A ivermectina € amplamente utilizada em cées tanto para o tratamento
de endo quanto de ectoparasitas. Alguns dos endoparasitas que acometem
os caes sao: Dirofilaria immitis (Dirofilariose ou parasita do coragdo do céo),
Dipetalonema recondium (filariose canina), Toxocara canis (toxocariase),
Toxascaris leonina (toxocariase), Ancylostoma caninum (ancilostomose
canina), Uncinaria stenocephala (ancilostomideo do norte dos cées),
Strongyloides stercoralis (estrongiloidiase ou estrongiloidose), Filaroides
osleri (verme do pulmdo do cao), Capillaria spp (vermes capilares) e
Trichuris vulpis (verme chicote). Enquanto os ectoparasitas que podem ser
encontrados nos caes sao: Sarcoptes scabiei (sarna sarcéptica), Demodex
canis (sarna demodécica canina, demodecicose, sarna negra, sarna
folicular, sarna vermelha ou lepra canina), Otodectes cynotis (sarna
otodécica ou notoédrica), Ctenocephalides canis (pulga do céao) e
Ctenocephalides cati (pulga do gato) (CAMPBELL, 1989).

Durante o desenvolvimento de estudos farmacocinéticos, os métodos
bioanaliticos sdo fundamentais para a quantificagdo de um farmaco, como
por exemplo a ivermectina, visto que, pode ser realizado através de
diferentes matrizes de amostras. A principal técnica bioanalitica utilizada
para a quantificacdo da ivermectina € a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). Essa
técnica possui alta sensibilidade, rapidez e seletividade, principalmente
quando esta relacionada ao processo de validagdo analitica (DUTHALER et
al., 2019).

A farmacocinética é o estudo de como um farmaco entra, distribui-se,
transforma-se e é excretado pelo corpo (OGA; FARSKY; MARCOURAKIS,
2014). Por outro lado, estuda também a variagdo da concentracdo de um
farmaco durante o caminho que percorre em organismos vivos em fungao do
tempo (RANG et al., 2016°).

A absorgao é o primeiro estagio que o farmaco precisa passar para que

consiga alcancar e, consequentemente, interagir com o seu respectivo



receptor. Nessa fase o farmaco entra em contato com o tecido dérmico ou
area que contenha mucosa para que consiga adentrar na corrente
sanguinea (OGA; FARSKY; MARCOURAKIS, 2014).

Os principais meios de atingir a corrente sanguinea sao através das
vias de administracdo de farmacos: oral (via que é abordada neste trabalho),
cutanea, retal, pulmonar e endovenosa (RANG et al., 20163). A
administracdo oral é a via mais utilizada por ser naturalmente desenvolvida
para tal fungcdo e nado invasiva. Entretanto, essa opgdo apresenta alguns
parametros (presenga de alimentos ou jejum, pH, pKa, logP, forma ionizada
ou molecular, tamanho de particula, forma farmacéutica, fluxo sanguineo,
solubilidade) que influenciam aumentando ou reduzindo a chegada ao tecido
sanguineo (STORPIRTIS et al., 1999).

Ademais, outra via bastante utilizada e n&o invasiva é a via cutanea, no
entanto possui fatores limitantes mais dificeis de contornar, se comparado
com a via oral, tais como: espessura do tecido cutaneo, temperatura, grau
de hidratagéo epitelial, concentragdo de lipideos, numero de foliculos
pilosos, acdo de glandulas sudoriparas e integridade do estrato cérneo
(SILVA et al., 2010).

Por outro lado, a etapa de distribuicdo — desempenhada principalmente
pela corrente sanguinea — é encarregada de transportar a quantidade de
farmaco absorvida aos mais variados tecidos. No caso dessa etapa, os
obstaculos mais rotineiros sdo amplitude de volume de distribuicao (Vd),
ligacdao as proteinas plasmaticas (albumina e ai-glicoproteina &acida) e
barreiras biologicas (OGA; FARSKY; MARCOURAKIS, 2014).

Por ultimo, a eliminagdo de farmacos que abarca os processos de
metabolismo e excreg¢do (as principais vias deste sdo urinaria, fecal/biliar e
pulmonar), sendo que o parametro mais representativo € o clearance (CL),
calculado da relacao entre taxa de eliminagdo e concentracdo do farmaco
(HOLFORD, 2018).

Ainda, caso desejado, pode-se especificar qual 6érgdo realizou o
clearance. Ou seja, caso o responsavel pela excregao seja o rim, figado ou

pulmdo a abreviagédo ficaria CLim, CLfigado OU ClLpumso, respectivamente.



Portanto, depende do local e do modo que a concentracdo € mensurada
(HOLFORD, 2018).

O metabolismo - ou biotransformagéo - encarrega-se de tornar esses
farmacos em substancias com maior polaridade a fim de que sejam
faciimente excretados e reduzam a toxicidade, na maioria das vezes, ou
aumentem em alguns casos. A superfamilia de enzimas do citocromo P450
(CYP450) € uma das mais importantes nessa etapa de biotransformacgao.
Além disso, esse estagio pode ser dividido em dois tipos de reagao: reagoes
de fase | e de fase Il. As reagdes de fase | sdo incumbidas dos processos de
oxidagao, redugao e hidrélise, por outro lado as de fase Il sdo representadas
por mecanismos de conjugacéo molecular (NUNES, 2015).

Portanto, um novo método bioanalitico é essencial no @mbito dos
estudos de ivermectina em cdes. Uma vez que, nas poucas opgdes
disponiveis na literatura, os métodos possuem alta utilizacdo de solventes
organicos, tempo de corrida longo e (ou) utilizam um alto volume de
amostra. Logo, este trabalho se justifica por haver a necessidade de
métodos analiticos com reduzida utilizagcdo de solventes organicos em sua

etapa de extracdo, menor tempo de corrida, menor volume de amostra e,

principalmente, ser capaz de ser aplicado em estudos farmacocinéticos.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Farmacocinética da ivermectina em caes

Lo e colaboradores (1985) avaliaram os efeitos de formulagao, espécie
animal e rota de administragdo nas curvas de concentragcao plasmatica x
tempo. Para isso, administraram, por via endovenosa, 4 mg/mL (dose de 200
Mg/kg) de uma formulagdo micelar aquosa de ivermectina para caes sem
raca definida (SRD), adotaram o modelo bicompartimental e o método
bioanalitico de HPLC com detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-PDA).
Os parametros farmacocinéticos obtidos foram: ti2g (1,8 dia) e Va (2,4 L/kg).

Este estudo é, ainda, importante porque determinou a solubilidade da
ivermectina em alguns solventes orgénicos e em plasma, as taxas de
distribuicdo para dimensionar a absor¢do gastrointestinal e correlacionou o
efeito da formulagdo em parametros farmacocinéticos. Todavia, a maior
parte desse estudo foi focada em analisar parametros farmacocinéticos de
gado. E um ponto negativo, pois & o Unico estudo que avalia a
farmacocinética por via endovenosa em caes e a AUC néo foi calculada para
essa espécie. Teria sido interessante esse parametro farmacocinético ter
sido avaliado, visto que a biodisponibilidade da ivermectina em cées estaria
determinada e o calculo, por exemplo, de CL/F e Vd/F de varios estudos que
foram publicados posteriormente deixaria de ser suposi¢cdes baseadas em
dados que tentam suplantar essa lacuna.

O estudo de Kojima et al. (19872) avaliou a biodisponibilidade de dois
tipos de comprimido (com 23 e 46 pg de ivermectina, concentragéo total de
276 ug) e a farmacocinética da ivermectina, por intermédio de equipamento
de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por fluorescéncia
(HPLC-FL). Além disso, adotou-se o modelo bicompartimental para
apresentar os dados de meia-vida de eliminagao (t123) — 31,1 £ 6,67 e 33,8 £
6,33 h; concentragdo maxima (Cmax) — 17,24 £ 1,42 e 16,67 £ 0,91 ng/mL;
tempo necessario para atingir Cmax (Tmax) — 2,30 £ 0,21 e 2,70 £ 0,30 - e area
sob a curva de concentragédo x tempo (AUC) — 262,5 + 21,9 e 253,3 + 18,4
ngh/mL - para comprimidos com 23 e 46 pg de ivermectina,

respectivamente.



Esse artigo, apesar de ter delineado satisfatoriamente as etapas
analitica, estatistica e farmacocinética, ndo detalhou como foi feita a
administracdo dos comprimidos para os caes, nem citou se foi submetido a
um comité de ética. E importante ressaltar esses fatores, porque os autores
na maior parte da escrita relatam somente a concentracdo de ivermectina
nos referidos comprimidos (23 e 46 ug), todavia na ultima sentenca afirma
que foi administrada uma concentragao total de 276 ug. Essa afirmacao leva
a crer que os autores administraram concomitantemente 6 compridos,
concentracdo de 46 pg, ou 12 comprimidos, concentracao de 23 ug.
Entretanto, ndo especificaram como esse processo foi feito. Possivelmente,
a administracao foi feita com 60 mL de agua, assim como no artigo
(KOJIMA, K. et al., 1987°) — desenvolvido pelos mesmos autores - que
demonstra o método bioanalitico desenvolvido para quantificar a
ivermectina. Quanto a nao citacdo de submissdo a um comité de ética, é
plausivel cogitar que foi devido a reduzida vigilancia no uso de animais em
pesquisas quando o estudo foi realizado.

Para mais, os estudos de Clark et al. (1992) e Daurio et al. (1992) séo
estudos complementares no ambito de tipos de comprimidos a serem
administrados aos cades e se a adicdo de um sal insoluvel (pamoato de
pirantel) influenciaria na farmacocinética da ivermectina. Ambos os estudos
utilizaram um espectrdmetro de cintilagdo para medir seus dados. O
segundo comparou a biodisponibilidade de comprimidos mastigaveis e nao-
mastigaveis (dose de 6 ug/kg) e entre comprimidos normais e modificados
(dose de 100 pg/kg), enquanto o primeiro (dose de 6 ug/kg) avaliou a
bioequivaléncia entre comprimidos mastigaveis contendo somente
ivermectina e outros contendo ivermectina e pamoato de pirantel. A pesquisa
de Clark, J.N. et al. (1992) gerou os seguintes numeros: 2,45 ngEq/g (Cmax),
5,20 h (Tmax) e 70,60 ngh/g (AUC). Enquanto Daurio et al. (1992) chegou em
2,97 e 3,37 ng/g (Cmax); 5,33 e 8,51 h (Tmax); € 107,32 e 130,89 ngh/g (AUC)
para, respectivamente, comprimidos e comprimidos mastigaveis. Ja para os
comprimidos e comprimidos modificados, respectivamente, obtiveram:
44,313 € 48,375 ng/g (Cmax); 4,22 e 3,75 h (Tmax); € 1035,09 e 1000,50 ngh/g
(AUC).



A conclusao do artigo de Clark et al. (1992) é que a adi¢cao de sal
insoluvel, apesar de um ligeiro aumento em Tmax, ndo afeta a
farmacocinética da ivermectina, haja vista que o medicamento é preconizado
para administragcao a cada 30 dias.

O estudo de Daurio, C.P. et al. (1992), apesar de terem conseguido
comprovar a bioequivaléncia entre comprimidos e comprimidos modificados,
ndo explica como foi feita a forma cristalizada da ivermectina utilizada
nestes, nem a estrutura dessa forma cristalizada. Além disso, relatam ter
utilizado o método bioanalitico de HPLC-FL desenvolvido por Kojima, K. et
al. (1987) e Stong (1987) para determinar a quantidade de ivermectina nas
amostras de plasma canino. Porém, todos os resultados sao relatados como
se adquiridos, exclusivamente, por intermédio de espectrbmetro de
cintilacao.

Ja em Gokbulut, C. et al. (2006), o objetivo era comparar niveis
plasmaticos de ivermectina e doramectina - dose de 200 ug/kg para ambas -
apos administragdo oral em cdes sem raca definida (SRD). O modelo
compartimental adotado foi o ndo-compartimental e o método bioanalitico
HPLC-FL. Os parametros encontrados foram: 3,32 £ 1,56 dias (t12g), 116,80
+ 10,79 ng/mL (Cmax), 0,23 £ 0,09 (Tmax), 236,79 + 41,45 ngdia/mL (AUC) e
4,35 + 1,78 dias para o tempo de residéncia médio (MRT). Além do estudo
por via oral, também compararam o perfil farmacocinético da ivermectina e
da doramectina por via subcutidnea através de uma inje¢cdo de solucao
injetavel com dose de 200ug/kg em caes SRD. O modelo compartimental
adotado foi o nao-compartimental e o método bioanalitico HPLC-FL. Os
parametros determinados foram: ti2s (3,19 £ 0,95 dia), Cmax (66,80 + 9,67
ng/mL), Tmax (1,40 £ 1,00 dia), AUC (349,18 + 47,79 ngdia/mL) e MRT (5,32
+ 1,26 dia).

Os resultados desse estudo comprovaram que os valores de Cmax Sdo
diretamente proporcionais aos valores das doses administradas, além de
indicarem uma maior Cmax € uma absor¢gdo mais lenta de ivermectina —
comparando-se com valores de doramectina. Ademais, comparando-se com
os valores de administracdo subcutanea obtidos no mesmo estudo
(resultados subcutaneos estao relatados na secdo “Farmacocinética de

formulagbes subcutdneas e endovenosa”), os valores da via subcutanea
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(SC) resultaram em uma Cmax menor, AUC maior e — como esperado — uma
absorcdo mais lenta, enquanto ndo foram observadas diferencgas
significativas (comparando-se ivermectina oral e subcuténea, ivermectina
oral e doramectina oral, ivermectina oral e doramectina subcutanea e
doramectina oral e subcutanea) nos parametros ti2s € MRT.

Essas diferengas encontradas nos parametros farmacocinéticos podem
ser atribuidas as diferengas na estrutura molecular dos farmacos (Figura 2)
(TOUTAIN, P.L. et al., 1997), as diferentes composi¢cdes das formulagdes
(LO, P.A. et al., 1985) ou devidas a precipitagcdo de farmaco no local da
administragéo subcutanea (SCOTT, E.W., MCKELLAR, Q.A., 1992).

Ivermectina Doramectina

Figura 2. Estruturas moleculares dos farmacos antiparasitarios ivermectina e

doramectina.

Clark, S.L. e colaboradores (2004), por outro lado, verificaram se era
viavel o uso de uma matriz biodegradavel para distribuicado da ivermectina.
Para tanto, realizaram uma administracdo subcutanea (dose de 0,5 mg/kg)
de ivermectina contida em microparticulas de poliacido(D,L-lactico-co-
glicélico) (PLGA), em beagles, contendo 25%, 32,5%, 35% e 50% de peso
de ivermectina. O modelo farmacocinético adotado nao foi especificado e o
método bioanalitico foi HPLC-FL. Os parametros farmacocinéticos
calculados foram: Cmax (ng/mL) — 8,40 = 3,57; 3,40 + 1,27; 7,20 + 4,44; e
3,90 + 1,33; Tmax (dia) — 228,00 + 33,20; 169,00 + 99,00; 174,00 + 87,60; e
1,00  0,00; e AUC (ngdia/mL) — 410,00 + 118,80; 375,00 + 106,40; 400,00 +



98,40; e 330,00 £ 67,70 para, respectivamente, as microparticulas com 25%,
32,5%, 35% e 50% de ivermectina.

Todas as formulagbes produzidas pelos autores conseguiram 100% de
eficacia no controle do desenvolvimento de adultos de Dirofilaria immitis
(mesmo se ndo foi possivel detectar a concentragdo da formulagdo no
momento da infecgdo). Apesar disso, recomendaram o uso da formulagao
com 32,5% e 50% por terem tido um perfil farmacocinético mais homogéneo.

Cunningham e colaboradores (2006) avaliaram o uso de implantes de
silicone em forma de hastes, revestidos, que continha ivermectina a fim de
prevenir a infecgdo de caes com Dirofilaria immitis. O método bioanalitico de
escolha foi o HPLC-FL. Os parametros farmacocinéticos relatados para dois
tipos de implantes (E e F), em um periodo de estudo de 57 semanas para os
tamanhos de 12 mm, 18 mm, 24 mm e 30 mm, foram: Cmax (ng/mL) — 2,85 +
1,5; 2,58 + 1,1; 2,90 + 0,50; 3,90 + 1,70 e 3,50 + 1,50; 2,45 + 1,70; 2,58 +
1,10; 3,53 £ 0,70; AUC (ng*semana/mL) — 60,5 + 6,70; 71,30 + 20,90; 87,50
+ 14,70; 115,20 + 34,60 e 61,00 £ 9,70; 48,90 £ 39,30; 61,10 + 22,50; 73,50
+28,20.

O referido estudo obteve éxito em desenvolver um produto que tivesse
sucesso em prevenir a infecgdo dos caes pela D. immitis por até 12 meses,
resolvendo o problema de os donos darem continuidade ao tratamento neste
longo periodo. Todavia, os autores - ao afirmarem que a ivermectina é muito
estavel frente a ciclos de congelamento e descongelamento - né&o
referenciaram ou relataram dados comprovando o0 mesmo.

Outro ponto a se destacar € a ndo padronizagdo na escolha dos caes
para os estudos pré-clinico, clinico e de campo, pois em alguns destes foram
usados caes beagle, cocker spaniels, cdes de caga e (ou) SRD com ampla
faixa de peso. Nao havendo explicacao do porqué terem escolhido essas
racas para um estudo e para o outro ndo. Ao separar esses cées em grupos
foi feita uma separacao aleatoria, podendo haver, por exemplo, grupos com
mais caes cocker spaniel e com grande diferenga de pesos. Logo, a
comparagao entre os grupos pode nao ser confiavel devido a padronizagao
pobre. Esses fatores sao importantes, pois ha diferenca entre a

farmacocinética de diferentes ragas de cdes com pesos distintos, como ja
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discutido anteriormente. Dessa maneira, os dados farmacocinéticos
encontrados podem estar enviesados devido a esses fatores.

Vamathevan, J.J. et al. (2013) dizem que beagles sdao amplamente
utilizados em estudos farmacoldgicos devido a uma mutagdo na enzima
CYP1A2. Da mesma maneira, Denny et al. (2017) relatam que os beagles
sdo caes de manuseio mais simples, ha possibilidades de varias rotas de
administracao e facilidade em acomoda-los em conjunto.

Outro fator que nao foi esclarecido foi a razdo de terem utilizado 10
implantes em cada c&o no estudo pré-clinico 1, a concentragdo utilizada nos
mesmos e nao foi relatado em que parte do cdo foram colocados esses
implantes. Ainda, no estudo pré-clinico 2 foram utilizados implantes de
diferentes tamanhos, ndo sendo especificado qual cao recebeu o implante
de maior ou menor tamanho e no estudo pré-clinico 3 nao relataram como
foi o processo para escolher a concentracado de 7,3 mg de ivermectina. Além
disso, ndo padronizaram a unidade de tempo, as vezes relatando resultados
em dias, outras em semanas ou meses, dificultando a andlise dos resultados
do estudo.

Por ultimo, a concentragao plasmatica que utilizam como base para
ratificar os resultados deles foi a de Daurio et al. (1992). Porém, ao relatarem
os valores converteram as unidades contidas no estudo destes autores de
ng/g para ng/mL.

O ensaio de Al-Azzam et al. (2007) foi dedicado a comparagao entre a
farmacocinética da ivermectina e da moxidectina apés administragdo de uma
dose oral de 250 pg/kg, em caes beagle, para tratamento de uma infecgéo
experimental com Brugia pahangi. Posteriormente a analise em HPLC-FL,
calcularam os valores: 80,3 + 29,8 h e 76,0 + 16,3 h (t12g); 132,6 + 46,0
ng/mL e 122,6 + 38,6 ng/mL (Cmax); 4,12 £ 1,43 h e 3,65 + 1,18 h (Tmax); 5,6
+ 1,8 ygh/mL e 5,4 + 1,7 ygh/mL (AUC); — 98,4 + 25,6 h (MRT); — 5,35
1,29 I/kg e 4,79 £ 0,49 I/kg para volume de distribuicdo em steady-state
(Vdss/F); e 0,0498 £ 0,0179 I/h/kg e 0,0519 + 0,0193 I/h/kg para clearance
corporal total (CL/F), considerando o modelo nao-compartimental e
bicompartimental, respectivamente (o parametro MRT foi calculado apenas
para o modelo ndo-compartimental).
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O estudo recém mencionado nao encontrou diferengas estatisticas
significativas para CL/F, Vdss/F e ti2s ao analisarem provaveis diferengas
que poderiam ser ocasionadas pelo sexo. Da mesma forma, os valores
encontrados suportam as caracteristicas de rapida absorcdo, de extensa
distribuicdo tecidual - principalmente para tecido adiposo — e corroboram a
longa permanéncia corporal desses farmacos em caes. Porém, na secgéo de
materiais e métodos, disseram que realizaram um estudo de eficacia através
da infecgdo experimental com Brugia pahangi e posterior contagem destes
parasitas. Todavia, ndo relataram — nem discutiram - nenhum resultado de
eficacia; apenas de farmacocinética.

Hugnet, C. e colaboradores (2007) investigaram quais seriam os efeitos
de multiplas administragcbes de cetoconazol na farmacocinética da
ivermectina que foi administrada por via subcutanea. Para tal fim,
administraram uma solucao injetavel - dose de 0,5 mg/kg - de ivermectina
pela referida via em cées Beagle. Adotaram o modelo ndo-compartimental e
realizaram as andlises por meio de HPLC-FL. Os parametros
farmacocinéticos medidos foram: ti2p (2,12 + 0,20 dia), Cmax (11,59 £ 3,02
ng/mL), Tmax (1,42 £ 0,72 dia), AUC (50,13 = 7,03 ngdia/mL), MRT (3,84 +
0,81 dia) e CI/F (974 + 136 mL/diakg).

Analises dos resultados desse estudo indicaram elevagdo nos
parametros de exposicdo e decréscimo em parametros de eliminagcdo da
ivermectina. Logo, pode-se afirmar que ha interacdo entre ivermectina e
cetoconazol e que tal interagdo acontece via inibigdo do processo de
eliminagdo. Essa inibicdo, segundo os autores, possivelmente esta
relacionada a fungdo da P-gp (cetoconazol interfere na funcdo dessa
glicoproteina). Portanto, o clinico deve adotar meios para precaver altos
niveis de exposigdo a ivermectina devido a uma interagdo com
medicamentos que modificam a fungédo da P-gp.

Eraslan, G. e colaboradores (2010) avaliaram 7 (sete) distintas
formulagbes comerciais, e consequentemente divididos em 7 (sete) grupos
(A a G), de ivermectina subcutdnea com a mesma dose (200 ug/kg) em caes
SRD. O modelo farmacocinético de escolha foi o bicompartimental e o
método bioanalitico HPLC-FL. Os parametros analisados foram: t12g (h) — A,
109,05 + 26,01; B, 104,75 + 9,05; C, 130,89 + 39,69; D, 111,79 * 30,34; E,
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145,99 + 47,81; F, 103,23 + 28,28; G, 116,74 + 32,79; Cmax (ng/mL) — A,
49,69 + 9,23; B, 36,17 £ 10,08; C, 29,12 + 10,32; D, 31,54 + 8,81; E, 30,44 +
6,99; F, 42,46 + 14,81; G, 26,50 £ 5,35; Tmax (h) — A, 32,567 +7,63; B, 34,28 +
6,67; C, 31,71 £ 8,97; D, 33,42 + 4,72; E, 30,85 + 8,78; F, 32,57 + 8,38; G,
34,28 + 2,92; AUC (ngh/mL) - A, 5980,09 + 1960,11; B, 4464,84 + 1575,22;
C, 3404,87 + 1065,15; D, 3531,59 = 1315,29; E, 4503,86 + 1907,93; F,
3425,74 + 1327,55; G, 3073,88 + 555,26; e MRT (h) — A, 160,99 + 42,16; B,
157,31 £ 12,68; C, 183,73 + 58,05; D, 164,51 + 52,29; E, 209,18 + 71,01; F,
137,95 + 33,42; G, 174,97 + 51,62.

Com os resultados obtidos, os autores concluiram que a absorgao,
distribuicdo e eliminacdo da ivermectina € baixa devido a caracteristica
lipofilica do farmaco, alta ligagcao a proteinas plasmaticas e acumulagdo no
tecido adiposo. Logo, a partir dessas conclusoes, relataram que a difusdo do
compartimento central para o periférico € rapida, do periférico para o central
€ lenta e MRT e T1/2p sdo longos. Do mesmo modo, ressalta-se que este
estudo foi pioneiro em informar as taxas de difusdo entre compartimentos,
comprovando que o modelo exercido pela ivermectina é o bicompartimental.

Dunn e colaboradores (2011) testaram se o uso concomitante de
ivermectina e espinosade em cdes gerava uma maior inibicdo da
glicoproteina-P (P-gp) por meio de estudos farmacocinéticos e experimentos
in vitro de inibicdo e de efluxo de P-gp. Na secdo de estudos
farmacocinéticos, os autores adotaram o modelo nao-compartimental e
administraram - por via oral - uma solugao injetavel comercial (dose de 60
Mg/kg) em caes beagle. O método bioanalitico selecionado foi o HPLC-FL e
os parametros obtidos foram: 106 + 33 h (t12p); 24,0 £ 6,6 ng/mL (Cmax); 5,3
+ 4,0 h (Tmax); 934,00 + 241,00 ngh/mL (AUC); e 67,3 £ 15,1 mL/hkg (CL/F).

Os resultados de inibicdo in vitro da ivermectina e do espinosade
demonstraram que ambos despolarizaram o efluxo mediado por P-gp
(deixando-a nao funcional), porém ainda que tenham conseguido bons
resultados de inibi¢ao in vitro realizaram estudos em caes. Apds analise dos
resultados in vivo chegaram a dados que levam a acreditar em uma
interagcdo por intermédio de um modelo de inibicdo de secreg¢do. Todavia,

como ressaltado pelos autores, existem alguns fatores que impedem de
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afirmar categoricamente a causa dos efeitos provenientes da interagédo entre
ivermectina e espinosade.

Sob outra perspectiva, Walther e colaboradores (2015) analisaram o
perfil farmacocinético da ivermectina em caes. Esses pesquisadores fizeram
uma administragdo concomitante de ivermectina e fluralaner para checar se
essa associagdo aumentava a probabilidade da neurotoxicidade da
ivermectina. Os animais utilizados foram caes saudaveis da raga beagle que
receberam uma solugao injetavel, dose de 0,3 mg/kg, por via oral. O modelo
compartimental utilizado para interpretacdo das analises foi o nao-
compartimental, ndo foi mencionado método bioanalitico utilizado — no
entanto — pode-se afirmar que foi um método cromatografico, porque
relataram um limite inferior de quantificacdo (LIQ) de 1 ng/mL. Os
parametros farmacocinéticos calculados foram: 2,07 + 0,71 dias (t1/28); 92,70
+ 26,77 ng/mL (Cmax); 0,29 £ 0,10 dia (Tmax) € 141,96 + 27,23 ngdia/mL
(AUC).

Nesse estudo, houve a conclusdo de que a referida administragéo
concomitante ndo eleva o risco de neurotoxicidade. Entretanto, os autores
nédo realizaram nenhum teste com a glicoproteina-P (P-gp) — proteina de
efluxo transmembrana encontrada na barreira hematoencefalica - principal
responsavel pela neurotoxicidade em caes (MEALEY, 2004).

A relevancia — para a farmacocinética da ivermectina em caes - dessa
glicoproteina é por causa de a ivermectina ser a sua entrada no sistema
nervoso central bastante prejudicada por ela (MEALEY, 2004). Ou seja, caso
a P-gp tenha sua fungdo comprometida podera ocorrer neurotoxicidade -
ocorréncia detectada em cées da raga Collie quando ha uma mutagao
(insercdo ou delecao) no gene ABCB1 (EDWARDS , 2003; HAN et al., 2010;
MEROLA e EUBIG, 2012; ZHU et al., 2014; MEROLA et al., 2018). Logo,
afirmar que o risco da administragdo concomitante ndo causou elevada
neurotoxicidade somente avaliando alguns pardmetros farmacocinéticos em
Beagles pode ser equivocada.

Geng e colaboradores (2016) desenvolveram uma formulagao
formadora de gel in situ, composta de uma matriz de acido isobutirato-
polilactico de acetato de sucrose (SAIB-PLA), ao realizar administragéao
subcutanea (dose de 4 mg/kg). Essa nova formulagao foi planejada a fim de
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elevar o tempo de liberacado e reduzir a liberacdo repentina e abrupta que
ocorre em géis SAIB; para isso compararam com uma solugdo injetavel
subcutanea comercial (dose de 0,5 mg/kg). Para essa analise, utilizaram o
modelo farmacocinético nao-compartimental e o método cromatografico
HPLC-FL. Os parametros farmacocinéticos calculados foram: t 1/23 — 24,37
+ 1,71 € 4,80 + 1,04 dia; C max — 182,93 + 26,47 e 149,54 + 15,33 ng/mL; T
max — 4,83 + 2,48 e 2,00 + 0,00 dia; AUC — 5383,12 + 241,97 e 772,89 +
44,48 ngdia/mL; e MRT — 32,86 + 0,91 e 7,24 + 0,69 — para a solugao
injetavel formadora de gel in situ e para a comercial, respectivamente.

Os autores criaram uma formulagédo otimizada de gel SAIB-PLA que
possuisse um perfil de liberagao prolongado e controlado, evitando os
efeitos de liberacdo repentinos e abruptos observados em géis SAIB, e
conseguiram manter concentragbes de pelo menos 1 ng/mL por 110-120
dias. Essa concentragdo, baseando-se nos estudos de Geary, T.G. et al.
(1993) e de Gill, J.H. e Lacey, E. (1998), seria suficiente para atingir
atividade antiparasitaria in vivo. Essa € uma importante concluséo, visto que
ficou estabelecido uma concentragdo alvo para ser atingida em estudos de
farmacocinética utilizando a ivermectina.

Em contrapartida, Magalhaes, V.S. e colaboradores (2016) avaliaram a
farmacocinética e a eficacia da ivermectina frente a infecgao artificial de
Ctenocephalides felis felis (pulgas) e Rhipicephalus sanguineus (carrapatos).
Para o desenvolvimento desse estudo, um comprimido com dose de 0,6
mg/kg foi administrado a cdes beagle por via oral. Utilizou-se o modelo n&o-
compartimental e o método bioanalitico HPLC-FL. Os paréametros calculados
foram: 47,1 + 22,8 h (t112p), 350,70 + 84,10 ng/mL (Cmax), 4,0 £ 0,00 h (Tmax),
8490,70 + 2599,90 ngh/mL (AUC) e 8,819 + 3,381 I/kg (volume de
distribuigéo, Va).

Ao analisar os resultados os autores encontraram indicios de que o
modelo compartimental da ivermectina € o bicompartimental e o valor de
AUC encontrado foi maior que em formulagao por via SC (ERASLAN, G. et
al., 2010), T12s menor que por via SC (TAYLOR, M.A., 2001), ivermectina
possuir baixa efetividade em Ctenocephalides felis felis e em estudos in vitro
(ZAKSON-AIKEN, M. et al., 2001), além de a selamectina conseguir penetrar
melhor no cérebro dos parasitas do que a ivermectina (PHIPPS, A.N., 2005).
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Porém, no estudo de Magalhdes, V.S. e colaboradores (2016), os
autores poderiam ter utilizado Ctenocephalides canis para obterem
resultados mais confidveis, haja vista que Ctenocephalides felis felis nao
gera tanta prole em caes quanto em gatos (DURDEN, L.A., 2019) e, ainda,
nao explicam o que seriam o termo “séries”, ndo relataram valores de T1/2g
rapida e lenta para comprovar os indicios de modelo bicompartimental.

Genchi, M. e colaboradores (2017) criaram um protétipo de implante
subcutaneo de ivermectina para prevencéo de Dirofilaria immitis (estagios
larvais L3 e L4) e avaliaram a eficacia e seguranga do mesmo em 6 (seis)
caes Beagle. As doses, em mg/kg, utilizadas nesses caes foram distintas,
sendo dosecao1r = 0,31; dosecaoz = 0,29; dosecaos = 0,42; dosecsos = 0,49;
doseczos = 0,58; e dosewos = 0,63. O modelo farmacocinético adotado ndo
foi especificado e o método bioanalitico utilizado foi HPLC-FL. Os
parametros farmacocinéticos calculados foram: ti2g (dia) — cdo1, 59; cao2,
119; céao3, 154; cao4, 251; cao5, 102; caob, 91; Cmax (ng/mL) — céo1, 7,63;
caoz, 8,85; cao3, 5,02; cao4, 6,93; cédo5, 6,25; caob, 3,50; Tmax (dia) - céo1,
1,00; c&o2, 2,00; cdo3, 1,00; cdo4, 1,00; cdo5, 1,00; cdo6, 1,00; e AUC
(ngdia/mL) - cdo1, 242,84; cdo2, 219,90; cao3, 185,24; cao4, 212,28; cao5,
199,16; cao6, 131,97.

Os autores desse estudo conseguiram valores minimos de
concentracao efetivos que ratificaram a menor concentracdo encontrada
(0,15 ng/mL) por Cunningham, C.P. et al. (2016) para atingir prote¢ao contra
D. immitis em seu estagio larval L3. Outrossim, relataram que a efetividade
da ivermectina contra esse parasita - que entra rapidamente em tecidos do
hospedeiro — é devido as maiores concentracoes de ivermectina em tecidos
(exceto cérebro, devido a presenga da P-gp) do que no sangue.

Por ultimo, Ozdemir, Z. e colaboradores (2019) investigaram se havia
interagdo farmacocinética entre ivermectina e praziquantel apods
administracdo oral de comprimido (dose de 0,4 mg/kg) para cdes SRD
saudaveis. O modelo adotado foi, também, o ndo-compartimental e o
método bioanalitico HPLC-FL. Os parametros farmacocinéticos calculados
foram: 110 + 11,06 h (ti2g), 137,00 £ 48,09 ng/mL (Cmax), 14,00 £ 4,90 h
(Tmax), 7,805 + 1,768 ngh/mL (AUC), 101,00 + 26,71 h (MRT), 8,819 + 3,381
mL/kg (volume de distribuicdo aparente, Vd/F) e 54,45 + 17,24 mL/hkg (CI/F).
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Neste estudo, os autores discutiram que, ao comparar interacbes
farmacocinéticas e farmacodinamicas de combinagdes de farmacos, a raca e
a espécie dos animais deve ser considerada, porque diferencas nesses
fatores podem modificar o resultado obtido nessas comparagbes (fato
comprovado pelos resultados dos artigos anteriormente citados nesta
revisdo); a formulacdo dos comprimidos utilizados pode ter alterado os
valores de Tmax € T126 ; € 0 Cmax de administragao oral foi maior que por SC.

Outrossim, outros fatores que podem influenciar a analise
farmacocinética e farmacodindmica sdo: porcentagem de gordura corporal
(ZORAN, D., RIEDESEL, D., DYER, D., 1993); diferengas no tempo de
transito gastrointestinal, fermentacdo intestinal e biodisponibilidade
(FLEISCHER, S. et al., 2008); longo tempo de transicdo acarreta em uma
prolongacao do tempo de esvaziamento gastrico e no tempo de transito no
intestino delgado (WEBER, M.P. et al., 2002); horario de alimentagdo pode
gerar diferentes Tmax (PAULSON, S.K. et al., 2001); tamanho do intestino
delgado em diferentes ragas (ALBORS, O.L. et al., 2011); idade, raga e dieta
também podem afetar esvaziamento gastrico e intestinal e tempo de transito
no intestino grosso e a flora intestinal (MARTINEZ, PAPICH, 2009; OSWALD
et al., 2015; RASTALL, 2004).
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3. JUSTIFICATIVA

A validacdo de uma técnica analitica € essencial para garantir a
confianga nos resultados obtidos. No entanto, ao realizar buscas sobre a
farmacocinética e validagao da ivermectina em caes, percebeu-se que as
informacgdes sao escassas e limitadas em todos os paises. Esse quadro de
poucos estudos em cdes se agrava quando se analisa quantos
medicamentos comerciais contendo ivermectina disponiveis no territério
brasileiro foram estudados, somente um estudo identificado. Portanto,
decidiu-se desenvolver e validar um novo método que tivesse reduzida
utilizacédo de solventes organicos em seu método de extragdo, menor tempo
de corrida, menor volume de amostra utilizado e capacidade de ser aplicado

em estudos farmacocinéticos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Otimizagao e validagao de método bioanalitico para quantificagdo de
ivermectina em amostras de plasma canino, para estudos de

farmacocinética.
4.2. Objetivos especificos
- Revisao bibliografica;

- Otimizar condi¢cdes de extracdo e de LC-MS/MS em amostras de plasma

canino;
- Validar método bioanalitico proposto;

- Método bioanalitico possuir vantagens analiticas comparando-se com

estudos ja existentes;

- Aplicar método validado em amostra de plasma canino em um (01) animal,

como prova de conceito.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Revisao bibliografica

As buscas de informacdes base para esse estudo foram realizadas
durante o periodo 20/12/2018 - 20/01/2019 nos sitios de busca:
“https://www.base-search.net/about/en”, “https://www.scholar.google.com.br”,
“https://www.refseek.com”, http://www.scielo.org/php/index.php,

“https://link.springer.com” e “https://www.ncbi.nih.gov/pubmed/”.

As palavras-chave utilizadas foram: “ivermectina”, “ivermectina caes”,
‘ivermectina cdes ectoparasitas’, “ivermectina cdes endoparasitas’,
“‘ivermectina oral caes ectoparasitas”, “ivermectina oral caes endoparasitas”,
“ivermectina farmacocinética cies”, “ivermectina eficacia caes”, “métodos
bioanaliticos da ivermectina”, “ivermectin”, “ivermectin dogs”, “oral ivermectin
dogs ectoparasites”, “oral ivermectin dogs endoparasites”, “ivermectin
pharmacokinetics dog”, “ivermectin efficacy dogs”, Analytical methods

ivermectin”.

5.2. Experimentagao animal

O estudo em questdo foi submetido a avaliagdo da Comissdo de Etica
no Uso de Animais da UFG (CEUA/UFG) e aprovado sob o projeto de
nuamero 068/20.

Todos os protocolos experimentais foram realizados seguindo as
diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e de
acordo com as normas institucionais da Comisséo de Etica no Uso de
Animais — CEUA/UFG. O animal foi manuseado por profissionais habilitados
e, antes do inicio dos experimentos, foi aclimatado para familiarizagdo com o

experimentador e com o0 ambiente.

Para a realizacdo da prova de conceito, utilizou-se uma (01) cadela
(AL-AZZAM, S.I. et al., 2007; DAURIO, C.P. et al., 1992; ERASLAN, G. et
al., 2010; GOKBULUT, C. et al., 2006; MAGALHAES, V.S. et al., 2016) sem
raca definida (SRD) adotada do Centro de Zoonoses de Goiania tendo 2

anos de idade, 14 kg, saudavel, acondicionada pela Escola de Veterinaria da
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UFG (Hospital Veterinario), com o apoio da médica veterinaria Luana
Rodrigues Borboleta (CRMV 3803 — GO).

A cadela foi fornecida agua potavel com livre acesso e troca diaria,
além de racdo premium comercial para caes, duas vezes ao dia, em
quantidade suficiente para as caracteristicas fisicas do animal e foi abrigada
no galpdo de experimentagdo de animais da EVZ/UFG. Esse galpdo é
equipado com 18 baias individuais (2,12 m?), teladas, com telhado e abrigo,
temperatura e umidade ambiente, boa ventilagdo e luminosidade natural, no
entanto como nao havia outros animais no local foi permitido deixa-la em um
espaco onde havia 6 baias e mais um espago intermediario entre elas,
totalizando — aproximadamente - 25 m2. Outrossim, a cama do animal na
baia foi forrada com caixas de papeldo, toalhas e tapetes. A fim de
ambientar o animal, foi fornecido brinquedos e passeios diarios, ademais de
uma area com gramado para que a cadela tivesse banho de sol e pudesse
socializar com possiveis outros individuos de sua espécie que estivessem na

EVZ/UFG, especialmente proximos ao Hospital Veterinario (HV/UFG).

Para a coleta de sangue, foram utilizados tubos de hemograma com
EDTA com volume de 3 mL. A coleta foi feita pela médica veterinaria Luana
Borboleta (CRMV — 3803 — GO). As amostras foram armazenadas em
freezer (temperatura -2 a -8°C) e, posteriormente, centrifugadas para

obtencé&o do plasma.

Apdés o estudo ser finalizado, o animal foi encaminhado para
procedimento de adocdo - considerando a responsabilidade e

comprometimento dos adotantes com a vida do animal.

5.3. Materiais

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massas (LC-MS/MS)
4500 QTRAP Sciex™ utilizando-se coluna de fase reversa C18, 50 mm x 4,6
mm x 5 pm (Agilent Zorbax®, Santa Clara — California, EUA) e computador

de bancada com elevada capacidade de armazenamento e alta velocidade
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de processamento de dados localizado no LABFAR, enquanto as amostras
foram preparadas no NEPET.

Para que as andlises dos cromatogramas fossem devidamente
realizadas, preliminarmente, foi adquirido o produto Ivomec® (Boehringer
Ingelheim®, S&do Paulo — S&o Paulo, Brasil), solugdo injetavel a 1% de
ivermectina comumente utilizada em bovinos, ovinos, suinos. O produto
Ivomec® foi adquirido por ter maior disponibilidade em estabelecimentos
veterinarios brasileiros e por possuir um melhor custo-beneficio.

O padréo de ivermectina (Sigma Aldritch®, Saint Louis — Missouri, EUA)
adquirido, possui — ndo menos que — 90% de pureza da ivermectina B1a e —
ndo mais que — 5% da ivermectina B (Figura 1), sendo necessario
armazenar na faixa de temperatura de 2 a 8 °C.

Utilizou-se uma balanga quantitativa de precisdo (Mettler Toledo®,
Colombus - Ohio, EUA), agitador do tipo vortex (D-Lab Gomixer MX-S®,
Curitiba — Parana, Brasil), sistema ultrapurificador de agua (Gehaka®, Sao
Paulo — Sao Paulo, Brasil), centrifuga de alta rotagdo CF16RN (Hitachi®,
Chiyoda — Toquio, Jap3o) e lavadora ultrassénica (UNIQUE®, Indaiatuba —
Sao Paulo, Brasil).

Os solventes utilizados foram: metanol, formiato de aménio (Vetec®,
Duque de Caxias — RJ, Brasil), acido formico (Synth®, Diadema — SP, Brasil),
acetonitrila (J.T. Baker®, Phillipsburg — New Jersey, EUA), éter metil terc-
butilico, todos em grau HPLC.

5.4. Métodos

A extracdo do analito da matriz bioldgica (Figura 3) foi baseada em
dados disponiveis na literatura acerca da analise cromatografica ou da
detecgao por espectrdmetro de massas do farmaco, tal como as condi¢des
utilizadas por Morbidelli e colaboradores (2018). Apds essa analise, decidiu-
se prosseguir com 250 yL de amostra ou plasma que foram contidos em
eppendorf®, com capacidade de 2 mL, previamente descongelados em
temperatura ambiente e homogeneizados em vértex por 10 segundos, 50 uL
de padrao interno abamectina (250 ng/mL) adicionados e agitados em vortex

por 10 segundos, 200 pL de acetonitriia também adicionados e
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homogeneizados em vortex por 30 segundos com posterior procedimento

centrifugagao a 6.000 g por 5 minutos.

Transfere-se o sobrenadante resultante da centrifugacéo para outro
eppendorf®, adiciona-se 1000 yL de MTBE, homogeneizagdo em vortex por
30 segundos, centrifugagao a 14.000 g por 10 minutos a 4°C. Retirada de
1100 pyL de sobrenadante, secagem a 50°C com fluxo de ar nitrogénio,
ressuspensao com 200 pyL da fase mével (MeOH:H20 (90:10), ambas com
adicdo de 5mM de formiato de aménio e 0,1% de &cido férmico), vortex por
30 segundos, centrifugacdo a 14.000 g por 10 minutos e, por ultimo,
transferéncia de 175 pL para insert de fundo conico contido em vial de vidro

ambar de volume 2 mL com tampa rosca de 9 mm e septo.

1) | 2) 3) ! Agitacdo 4) 1
' oo ooy g [
| | /\\

O]

S %t
et o AJC0250M  AdicBoSOWPI  Adicao 2004l
amostra/plasma -
vértex por 10s P 250ng/ml de ACN Vértex
2 30s
15) 1
| 13) 14) - i
[ ———t, Vortex Ry Centrifuga Eoo 6 AT
| === 30s --=" 14.000 g/10min ———" ’
Centrifuga
Ressuspenséo Transforincia 6.000 g/5min
200ul fase maovel E
N 175p! para insert Transferéncia | |
g0 sobrenadante - -
[

1) - 10) 9) 8) 7)
Secagema 50°C . __ | = Centrifuga s Vortex . __ !
com fluxo de ar - S=-- 14.000 g/10min ==~ 305 ==~ I

Retirar 1100yl Adicéo 1000pl
sobrenadante de MTBE

Figura 3. Esquema do método de extracdo por precipitacdo de proteinas seguido
por extracgéo liquido-liquido (PPT-LL).

Os vials séo inseridos no amostrador do cromatografo liquido de alta
eficiéncia acoplado ao espectrdometro de massas 4500 QTRAP Sciex™. A
fase movel utilizada foi de MeOH:H20 (90:10), ambas com adigdo de 5mM
de formiato de amoénio e 0,1% de acido férmico, com volume de injecao de
30 pl, fluxo de 0,8 mL/min e tempo de corrida de 6 minutos, sendo Zorbax

C18 50 x 4,6 mm x 5um a coluna de escolha.

Os parametros otimizados para Flow Injection Analysis do

espectrbmetro de massas para a ivermectina no modo positivo e da analise
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de MRM da IVM e ABM estao representadas nas Tabelas 1 e 2,
respectivamente, ambas com concentracdo de 1 pg/mL. Optou-se pelo
modo positivo, pois a intensidade tende a ser mais elevada e os resultados
mais estaveis. Este comportamento se deve a ligagdo ibnica que ocorre
entre a IVM, ou a ABM, carregadas negativamente ao ion amoénio carregado

positivamente, sendo essa ligagao favorecida pela adigao de acido formico.

Tabela 1. Parametros otimizados por FIA para IVM e ABM no modo positivo.

Curtain  Collision lon spray lon source lonsource
Molécula Temperature Gas 2
gas gas voltage (V) Gas 1 as
IVM
20,0 Médio 5500,0 550,0 50,0 50,0
ABM

Tabela 2. Parametros otimizados da analise de MRM para IVM e ABM no modo positivo.

Massa Massa Dwell

Molécula DP (V) EP(V) CE(v) CXP(V)
ion pai ionfilho time (ns)
892,5 569,3 350 60,0 5,0 25,0 10,0
IVM
892,5 307,4 350 60,0 5,0 35,0 10,0
890,5 567,4 350 60,0 50 25,0 10,0
ABM
890,5 305,3 350 60,0 5,0 35,0 10,0

Legenda: ABM, abamectina; CE, energia de colisdo; CXP, potencial de saida; DP, Potencial
de dessolvatagao; EP, potencial de entrada; IVM, ivermectina.

Para validagdo da metodologia, utilizou-se plasma canino doado pela
clinica veterinaria Dermopet®, localizada em Goiania/GO. Injetou-se duas
(02) amostras branco, duas (02) amostras zero, uma curva analitica com
sete (07) concentragdes (2,5, 5,0, 10,0, 25,0, 50,0, 100,0 e 250,0 ng/mL),
com cada concentracdo sendo preparada em duplicata. Apés a curva
analitica foram injetadas duas amostras branco para verificagao de efeito
residual (verificar se picos analiticos continuam a aparecer em inje¢des
posteriores) e quintuplicatas dos controles de qualidade: limite de
quantificagédo (LIQ, 2,5 ng/mL); controle de qualidade baixo (CQB, amostra
com até trés vezes o valor da concentragdo de LIQ, 7,5 ng/mL); controle de
qualidade médio (CQM, amostra que se encontra aproximadamente no valor

médio entre o LIQ e o limite superior de quantificacdo, 125 ng/mL); e
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controle de qualidade alto (CQA, aquela que possui de 75% a 85% da

concentragao do limite superior de quantificagao, 200 ng/mL).

Segundo a RDC n° 27/2012, o LIQ deve ter uma exatiddao de 80 a
120% da concentragdo nominal e a precisdo — mensurada através do DPR —
ndao pode ser maior que 20%; ao mesmo tempo que para as outras
concentracdes e controles de qualidade (CQB, CQM e CQA) os valores de
exatidao, calculada pelo erro padrao relativo, EPR (Equagéo 1), sdo de 85 a
115% e de precisao, calculada pelo desvio padréo relativo ou coeficiente de
variagao, DPR ou CV (Equacao 3) de 15%. Essa ultima sendo a calculada

através da relagédo do desvio padrao, DP, (Equacéo 2) e média.

Concentracao média experimental — valor nominal

EPR = ( : )x100 (1)

Valor nominal

Y(x: — X 2
DP = \/(xl—x) (2)

n—1
DPryy
DPR=CV = ————

Estudos de estabilidade de curta duragéo (4 horas em temperatura
ambiente), ciclos de congelamento e descongelamento (3 ciclos no total), de
pos-processamento (5 horas a 15 °C no amostrador do HPLC) e de longa
duracgdo (-20 °C) sao exigidos pela RDC n° 27/2012 devendo ter um valor de
85 a 115% do valor nominal, logo também foram realizados.

Outro estudo realizado foi o de efeito matriz em que se injeta o analito
em solugdo e, posteriormente, uma amostra de plasma para que seja
verificado se ha a ocorréncia de carryover. Para avaliacdo desse estudo
foram injetadas 02 CQBs e 02 CQAs hemolisados e 04 CQBs e 04 CQAs,
sendo avaliados através dos parametros fator de matriz normalizado (FMN)
(Equagédo 4), desvio padrdo, desvio padrao relativo ou coeficiente de
variagdo, razdo das areas (Equacdo 5) e média da razdo das areas

(Equacgao 6).
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Areapico analito

N Areayico pr 4)
Média razdo das areassop,cio
. ; Area,; li

Razio das areas = ——pcoanalito (5)
Areapico p1

Razdo das areassorycio 1

Média razao das areas = . - (6)
Razdo das areassoiygo 2

Segundo a RDC n° 27/2012, para FMN, os resultados devem estar

proximos a 1 e para CV devem ser menores ou iguais a 15%.

Para a etapa farmacocinética, uma cadela foi adotada do Centro de
Zoonoses de Goiania. Informagdes mais detalhadas acerca do animal estéao

inseridas no tépico 5.2.

Foram obtidas 12 amostras da cadela nos seguintes intervalos: 1, 3, 4,
5, 6, 12, 24, 36 horas, 3, 6, 12 e 18 dias (MAGALHAES, V.S. et al., 2016). O
volume de sangue a ser coletado foi o suficiente para se obter 250 pL de
plasma, o qual foi definido por causa das caracteristicas impostas pelo
método bioanalitico a ser empregado (LC-MS/MS), caracteristicas de
estabilidade do farmaco, bem como dos aspectos regulamentares (BRASIL,

2012) relacionadas a avaliagao proposta.

Para fins de avaliagao do perfil farmacocinético, além da quantificagcao
da concentragéo plasmatica do farmaco, foi essencial o registro, durante os
periodos de tratamento, do intervalo entre a coleta seriada das amostras de
sangue e a administracdo da medicacao. Para tanto foram registrados, para
a cadela, os horarios reais de administragdo do medicamento e o horario de
coleta de cada amostra de sangue, identificando-se também o periodo do

estudo a que se refere.

5.5. Avaliagao e determinacao de perfil farmacocinético da ivermectina
por LC-MS/MS.

O perfil farmacocinético da ivermectina foi determinado a partir da
administragédo de um comprimido de 1000 mg, destinado a cdes com 10 kg
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de peso corporal, por via oral, disponivel no mercado (Top Dog®, Ouro

Fino®, dose de 0,06 mg/comprimido de ivermectina).

O equipamento de LC-MS/MS 4500 QTRAP da Sciex™ possui a fonte
de ionizacdo por eletrospray e detector triplo quadrupolo, sendo o terceiro
quadrupolo um detector quadrupolo hibrido com ion trap. A coluna utilizada
foi de fase reversa: C18 50 mm x 4,6 mm x 5 ym - Zorbax®, solventes grau
HPLC — J.T. Baker® (Acetonitrila) e Synth® (acido formico) - e dgua ultrapura
- Gehaka®.

As coletas foram realizadas com auxilio da profissional médica
veterinaria Luana Rodrigues Borboleta (CRMV 3803 - GO) nas
dependéncias do Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Federal de Goias (HV — EVZ/UFG). Nesses procedimentos
de coleta foram utilizadas seringas de 3 mL, agulhas de 25 x 7 mm, tubos de
hemograma com EDTA de 3 mL, TPO (acessério com a finalidade de reduzir

o numero de aplicagdes) e cateteres 20G.

Apds a coleta de sangue utilizou-se centrifuga Quimis® Aparelhos
Cientificos Ltda. (Diadema - Sao Paulo, Brasil), para obtengdo do plasma
sanguineo, localizado no Laboratério de Toxicologia da EVZ/UFG, sob
supervisdo da Profa. Dra. Ana Flavia Machado Botelho, armazenados em
freezer a -20°C até o momento da analise. De acordo com procedimentos
previamente descritos, foram mensuradas as concentragdes sanguineas por

meio da técnica bioanalitica validada.

Depois da quantificagdo das amostras, os dados obtidos foram
inseridos em uma planilha eletrbnica e plotados na forma de
grafico,concentracdo vs tempo no software Microsoft Excel e suplemento
PKSolver (ZHANG, Y. et al.,, 2010), para obtencdo dos parametros
farmacocinéticos: area sob a curva de concentracdo vs tempo (ASC), meia-
vida de eliminagao (t12), constante de velocidade de eliminacdo (Kel),
clearance total (Clr), volume de distribuicdo (Vd), concentracdo plasmatica
maxima (Cmax) e tempo para obté-la (Tmax), sendo que Cmax e T max
foram obtidos diretamente do grafico C vs t. A ti2 foi obtida através do

decaimento exponencial da concentragdo do farmaco, juntamente com a Kel
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(Kel = 0,693/t12); ASC (ASCo-+ e ASCr) foram obtidas utilizando-se, para
célculos, o método dos trapezoides. O valor obtido para o parametro ASCr
foi empregado nos calculos do Clr (Clt/F = Dose/ ASCr) e do Vd (Vd =
Cl/Kel).

6. Resultados e Discussao

De acordo com logP, testou-se os seguintes candidatos a padrao
interno (Tabela 3): diazepam, amiodarona, etinilestradiol, indometacina,
efavirenz e doramectina. No entanto, decidiu-se seguir com o farmaco
abamectina (ABM) devido a maior similaridade estrutural (Figura 3), além de
pertencer a mesma classe terapéutica, possuir melhor reprodutibilidade,

exatiddo e precisédo nas injegbes, comparando com os outros candidatos.

Tabela 3. Candidatos a padréo interno para validagdo analitica de ivermectina.

Padrao LogP

interno

Diazepam 30
Amiodarona 76
Etinilestradiol 3,7
Indometacina 43

Efavirenz 4,0
Doramectina 49
Abamectina 11,3

Ivermectina 4,1

Figura 4. Comparacao estrutura molecular entre ivermectina (a) e abamectina (b),

diferencas explicitadas por circulos azuis.

28



Para escolha das colunas, testou-se as seguintes (Tabela 4):

Tabela 4. Candidatas a colunas para validagao analitica de ivermectina.

Coluna Dimensodes Diametro

Comprimento (mm) Largura (mm) particulas (um)
Ace® C8 50 46 o
Ace® C8 150 46 S
Ace® C18 250 46 S
Ace® C18 150 46 S
Phenomenex® Kinetex C8 150 4.6 5
Phenomenex® C18 100 46 o
Zorbax® C18 50 46 S

A escolha das colunas se baseou no potencial de retencdo, seja devido
ao tamanho da coluna em si ou o tamanho da cadeia carbénica ligada a
silica. A candidata selecionada foi a coluna Zorbax® C18 50 x 4,6 mm 5 um
devido a superior recuperacao, exatiddao e precisdo nos testes realizados

com ela.

Ja para a fase mével foram testadas as seguintes composicdes (Tabela
5):
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Tabela 5. Candidatas a fase movel para validagdo analitica de ivermectina.

Fase aquosa Fase organica Eluigao
15% Agua 85% Acetonitrila Gradiente
0,
30% Agua 60% Metanol Gradiente
10% Acetonitrila

15% Acido férmico 85% Acetonitrila Gradiente
15% Hidréxido de aménio (pH 10) 85% Acetonitrila Gradiente
15% Agua 85% Acetonitrila Gradiente
10% Agua 90% Metanol Gradiente
37% Agua 63% Acetonitrila Isocratica
22% Agua 78% Acetonirila, 0,1% de trietilamina Isocratica

30% Agua, 5mM de formiato de 70% Acetonitrila, 5mM de formiato de "
Isocratica

amoénio e 5mM de acetato de ambnio amonio e 5mM de acetato de aménio

20% Agua, 5mM formiato de aménio  90% Acetonitrila, 5mM formiato de amonio  Isocratica

10% Agua, 5mM formiato de amonio 90% Metanol, 5mM formiato de amébnio e "
Isocratica

e 0,1% de acido férmico

0,1% de acido férmico

Escolheu-se a fase movel de agua:metanol (10:90) ambas com adi¢ao

de 5mM de formiato de amédnio e 0,1% de acido férmico devido ao superior
perfil cromatografico, melhor ionizagdo do analito e Pl e melhor formato do
pico.

Segundo a RDC n° 27 de 17 de maio de 2012, a curva de calibracao
deve ter uma amostra branco, uma amostra zero (branco com adi¢ao de PI)
€ no minimo seis amostras de diferentes concentragdes. Para o limite inferior
de quantificacdo, LIQ, o desvio em relagdo a concentragdo nominal deve ser
menor ou igual a 20%; ao mesmo tempo que, para as outras concentragoes,
o desvio deve ser menor ou igual a 15%. No entanto, os testes realizados
nao atenderam a esses critérios. Todos acima dos limites da referida RDC e
realizando repeticdes do mesmo vial, o que revela um revés do método

cromatografico ou de extragao proposto.
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Para sanar a duvida da baixa performance dos resultados, modificou-
se 0 método de extracdo. Testes de extragdo foram feitos com os seguintes
solventes organicos (Tabela 5): MTBE (logP = 0,9), extragéo simples; MTBE,
extracdo exaustiva; Hexano (logP = 3,9), extracdo simples; Ciclohexano
(logP = 3,4), extragao simples; Mistura de cloroférmio (logP = 2,3) e éter
etilico (logP = 0,9) na proporgéo de 3:1, extragao simples; Precipitacdo de

proteinas com ACN.

Entende-se por extragdo simples, a extracdo que s6 ha uma adicao do
solvente organico em vez de duas. Considerou-se para os calculos da
Tabela 6, a média das areas obtidas das solugbes do analito e do padréo
interno comparando comas areas obtidas com os candidatos a extratores.

Tabela 6. Testes de extragdo simples e exaustivas, de ivermectina, em amostras de 200

ng/mL com distintos solventes orgéanicos.

Nome do solvente Recuperagédo analito (%) Recuperagao Pl (%)

MTBE 43,79 64,03
MTBE exaustivo 75,08 67,12
Hexano 35,90 104,66
CLET 32,79 44,09
Ciclohexano 28,58 97,53
PPT ACN 25,21 37,75

Legenda: ACN, acetonitrila; CLET, cloroférmio:éter etilico (75:25); MTBE, éter metil

terc-butilico; PI, padréo interno; PPT, precipitagao de proteinas.

Corroborou-se, observando os valores da Tabela 6, que o método de
extragdo exaustiva com MTBE foi o mais adequado, seguido pelo método de
extracao simples com MTBE e o método de extragdo exaustivo com hexano.
No entanto, o método de extracdo exaustiva com MTBE parece extrair uma
maior quantidade de componentes plasmaticos que se encontram no tempo
de retencdo da IVM. Logo, o método com MTBE extracdo simples foi
escolhido para prosseguir os ensaios. Outrossim, testou-se executar uma
etapa de precipitagao de proteinas (PPT) antes de iniciar a extragéo liquido-
liquido (LL) devido a quantidade de proteinas plasmaticas existentes no
plasma canino (UNIPROT, 2020).
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Apéds definicdo de fase médvel, coluna, método de extragéo (Figura 3),
método cromatografico (fluxo de 0,8 mL/min, volume de injecdo de 30 pL,
tempo de corrida de 6min, tempo de retencdo do analito de
aproximadamente 2,85 min, tempo de retencdo do Pl de aproximadamente
1,64 min) e de otimizar os parametros para a ABM (Tabelas 1 e 2), foram
feitos ensaios analiticos para verificar se 0 método estava adequado para
ser utilizado em um estudo farmacocinético. Para realiza-la foram feitas 04
amostras branco, duas no inicio e duas para verificagdo de efeito residual;
02 amostras zero, 02 amostras de cada ponto da curva de calibracéo, 05
amostras CQB (3 ng/mL), 05 amostras CQM (80 ng/mL), 05 amostras CQA
(160 ng/mL).

Para os testes com plasma, recebeu-se uma doagéo de duas bolsas de
plasma canino da clinica veterinaria Dermopet, localizada em Goiania-GO.
Com o plasma em maos, realizou-se o ensaio de efeito matriz (Tabela 7).

Outrossim, além da injecdo das solugdes de CQB e CQA também
foram feitas 04 amostras de CQB e CQA em plasma normal e 02 amostras
de CQB e CQA em plasma hemolisado.
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Tabela 7. Amostras de CQB e CQA para avaliagdo do ensaio de efeito matriz.

Nome amostra Ra?éo das FMN
areas
CQB H1 0,29 1,14
CQB H2 0,25 1,00
CQB 1 0,27 1,06
CQB 2 0,26 1,03
CQB3 0,23 0,93
CQB 4 0,27 1,07
CQA H1 6,75 1,21
CQA H2 6,29 1,13
CQA 1 6,08 1,09
CQA2 6,47 1,16
CQA3 5,79 1,04
CQA 4 6,38 1,15
Média - 1,08
DP - 0,08
CV (%) - 74

Legenda: CQA, controle de qualidade alta; CQB, controle de qualidade baixo; CV,
coeficiente de variagao; DP, desvio padrao; H, hemolisado; FMN, fator de matriz
normalizado.

Ademais, as areas do pico do analito e do Pl — tanto das amostras de
CQB, quanto de CQA - tiveram baixa variacdo de uma amostra para a outra,
mesmo se a comparacgao for feita entre amostras com plasma hemolisado e
plasma normal. Fato este que é comprovado pela razdo das areas.

Fora do ensaio de efeito matriz, também se testou o método em
amostras LIQ, a fim de se verificar se o método estava resultando em areas
do pico quantificaveis. Ou seja, verificou-se neste teste se ainda estava
ocorrendo o efeito de supressdo ibnica nas amostras com menores

concentragdes.
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Todas as injegdes de LIQ tiveram areas do pico do analito e do PI
proximas e, consequentemente, uma razao das areas também similar. Dito
isso, é importante ressaltar que a exatidao de todas as amostras esta dentro
da faixa preconizada pela RDC n°27/2012 e, desta maneira, confirma que o
método de extracdo PPT-LL é mais adequado que o método de extracdo

exaustivo.

Posteriormente, portanto, realizou-se 03 avaliagdes em dias distintos,

as quais os resultados estéo representados na Tabela 8.

Tabela 8: Preciséo e exatiddo para ivermectina em plasma canino (n=5).

Concentragao Precisao intra- Exatidao Precisao inter- Exatidao
nominal (ng/mL) dia (CV, %) intra-dia (%) dia (CV, %) inter-dia (%)

86 111.8 116 109.0
2.5 11.3 106.3 - -
14.9 109.0 - -
4.1 101.7 6.7 99.3
7.5 54 95.7 ; ]
105 100.6 - -
9.9 114.61 6.4 108.4
125 34 105.2 - -
6.0 105.3 - -
59 95.0 6.6 98.1
200 97 102.1 - -
40 97.3 ; ]

Legenda: CV, coeficiente de variancia.

Para os resultados de precisdo e exatidao intra e inter-dia, foram
injetadas triplicatas das concentragdes LIQ, CQB, CQM e CQA. A precisao
intra-dia teve CV na faixa 4,0 — 14,9% e a inter-dia 6,4% - 11,6%; a exatidao
intra-dia teve valores na faixa 95,0 — 114,61% e a inter-dia 98,1 — 109,0%.

Outrossim, a legislacédo de validacdo de métodos bioanaliticos também

exige que sejam realizados testes de estabilidade de pds-processamento,
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curta duragao, ciclos de congelamento e descongelamento. Logo, esses

testes também foram realizados (Tabela 9).

Tabela 9: Resultados dos estudos de estabilidade (n=3).

Congelamento- Pos-processamento
Concentragao Curta duragéao

descongelamento (autosampler, 15 °C,
nominal (ng/mL) (TA, 4h, %)

(3 ciclos, %) 5h, %)
7.5 99.4 88.8 95.0
200 97.1 98.0 98.2

Legenda: TA, temperatura ambiente.

Faz-se necessario, também, ressaltar métodos de alguns estudos
anteriormente desenvolvidos para que seja possivel comparar a efetividade
do método desenvolvido no presente estudo. Como, por exemplo, de Kojima
e colaboradores (1987) que utilizaram uma quantidade oito vezes maior de
amostra, maior volume de solventes organicos no processo de extragao (0,6
mL de acido tricloroacético, 15,0 mL tampao fosfato, 12,1 mL de metanol,
reagente derivatizante, 7,0 mL de cloroférmio), maior tempo de extragao
(maior que 1,0 h), maior tempo de corrida (12 min).

Ja comparando com o estudo de Gokbulut e colaboradores (2006),
este estudo utilizou um volume quatro vezes maior de amostra, maior
quantidade de solventes organicos na extragdo (1,0 mL de acetonitrila, 5,0
mL de cloroférmio, 0,1 mL de reagente derivatizante, 0,15 mL de anidrido
trifluoroacético), maior tempo de extragéo (maior que 0,5 h).

Al-Azzam e colaboradores (2007) também utilizaram um maior volume
de residuos organicos no seu processo de extracado (0,1 mL de acetonitrila,
3,0 mL de metanol, 2,0 mL de isopropanol, 0,1 mL de reagente derivatizante,
0,15 mL de anidrido trifluoroacético) e tempo de corrida consideravelmente
maior (30 min).

Lehner e colaboradores (2009) realizaram um estudo utilizando LC-
MS/MS com fonte ESI no modo positivo, no entanto somente conseguiram
encontrar o aduto de sodio (M+Na*) e de potassio (M+K*) da ivermectina. Os
autores ndo sabem a quantidade desses ions nas amostras. Diferentemente
do atual estudo que nao teve essa variavel dos adutos e a quantidade de

todos os ions que estavam na amostra/padrao foram controlados.
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Dunn e colaboradores (2011), de maneira semelhante, optaram por um
método de extragdo que usava maior volume de solventes organicos
(solugao 3:1 de agua:acetonitrila, 4,0 mL de metanol, 1,0 mL de solugéo 3:1
de agua:metanol, 0,06 mL de reagente derivatizante e 0,1 mL de anidrido
trifluoroacético) e maior tempo de corrida (10 min).

Magalh&es e colaboradores (2016) utilizaram um volume de amostra
duas vezes maior que o atual estudo, maior tempo de extragdo (maior que 1
hora) e de tempo de corrida (10 min).

Por ultimo, Morbidelli e colaboradores (2018) utilizaram um volume de
amostra duas vezes maior, maior volume de solventes organicos (4,0 mL de
acetonitrila, 2,0 mL de n-hexano, 0,2 mL de solu¢do 1:1 de metanol:agua
com adicao 5mM de formiato de aménio e 0,1% de acido férmico), maior

tempo de extragdo (maior que 40 min) e maior tempo de corrida (15 min).
6.1. Calculo dos parametros farmacocinéticos.

Os resultados foram referidos como médias £ erro padréo destas. A
analise farmacocinética foi realizada com os seguintes softwares: Microsoft

Excel 2010 e software PKSolver - suplemento para Excel (Microsoft).

Segundo o software PKSolver os dados farmacocinéticos adquiridos
por meio do grafico concentracdo vs tempo, utilizando o método dos
trapezoides gerou o seguinte grafico (Figuras 5) e os dados foram plotados
na Tabela 10.
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Figura 5. Perfil farmacocinético da ivermectina em cadela SRD apds administragéo
oral de 0,06 mg de ivermectina. Cada ponto representa a média + DP de 2 injecdes
em LC-MS/MS.

Tabela 10: Parametros farmacocinéticos das amostras obtidos por meio do software
PKSolver.

Cméx
Dose  Tmax AUCo-inf_obs MRTo-inf_obs Clt V4
(ng/mL ti2 (h) Ker (1/h)
(mg) (h) ) (ng/mL*h) (h) (mL/min/kg) (L/Kg)
0.06 1.00 17.85 2113,21 1006,86 1182,44 6,88 x 10 4,73 41,24

Legenda: AUCo.inf obs, area sob a curva do tempo 0 até infinito; Clr, clearance do tempo 0 até
o infinito; Cmax, concentragdo maxima obtida no grafico concentragdo vs tempo; Ke,
constante de eliminagdo; MRTo.inf obs, tempo médio de residéncia do tempo 0 ao infinito; ti,
meia-vida; Tmax, tempo em que se atingiu Cmax; V4, volume de distribuigdo.

Ao considerar os resultados da Tabela 10, pode-se perceber que a
ivermectina € um farmaco de multiplos compartimentos devido ao seu alto
volume de distribuicdo e meia-vida que mostram a tendéncia da ivermectina
de se distribuir para outros tecidos ou 6rgéos. Tanto altamente irrigados
(rins, figado, pulmbes), quanto com irrigagdo menos intensa (pele, tecido
adiposo e 0ssos), além de poderem ser armazenado nos menos irrigados
(BRUNTON et al., 2012).
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7. CONCLUSAO

Através de comparagdo com estudos previamente realizados, pdde-se
perceber que o método otimizado e validado neste estudo, caso comparado
com outros autores, teve as seguintes vantagens analiticas: reduzida
utilizagcédo de solventes organicos, menor tempo de corrida, menor volume de
amostra utilizado e capacidade de ser aplicado em estudos
farmacocinéticos. Logo, dentro do limitado escopo de estudos para avaliagao
de plasma canino € um método importante considerando-se o tempo de
existéncia da ivermectina e a sua baixa quantidade de artigos com caes

como animal alvo.
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8. ANEXOS

8.1. Certificado de aprovacgao do protocolo n°. 068/20 pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias
(CEUA/UFG).

MINISTERIO DA EDUCACAO P g ‘
UNIVERSIDADE FEDERAL DE COLAS _ *®
PRO-REITORLA DE PESQUISA E INOVACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

CERTIFICADO

Certificamios que & proposta mtitulada “Determinacio do perfil farmacocinético da ivermectina em
medicamentos veterinirios comerciais, em cdes”, registrada com o protecele n® 06820, sob a
responsabilidade de Nev Ramos Toledo e Luiz Carles da Cunha que envolve a producdo, mamitengio ou
utilizagio de amimais pertencentzs ao filo Chordara, subfile Vertebrata (exceto humanes), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensme) - encontra-se de acordo com s preceitos da Lein® 11.794; de 8 de cumbre de
2008, do Decrato n” 6.899. de 15 de julho de 2009, & com as nommas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE
ANIMAITS (CEUA) da Umiversidade Federal de Goias (UFG). em reunido de 07/12/2020.

O Finalidade: () Ensine  (X) Pesquisa Cientifica

0 Vigencia da autorizagio (inicio e fim): 07/12/2020 a 31/122021
O Espécie/linhagem/fraca: Canis Jipus familiors

0 N" de amimais autonizados: 9 animais

a Pesofldade; 1-2 anos, 10-15kg

0 Sexo: machas

O Origem (fornecedor): ONGs

£

- "-rr--.-"l‘_.f'J'tr [ )
Diva. Marina Pacheco Miguel
Coordenadora da CEUA/FRPIUFG

Comizsde de Erica no Use de Animaim/CELLA
Pro-Reitoria de Pesquiza e Inovacio/PRPI-UFG, Alameda Flamboyant, Qd: ¥ Edificio K2, 17 andar, Predio da Azsacia de
Inovagio, Barque Tecnologico, sala da CEUA, Campus Samambaia — Goiania-G0, Fone: (35-62) 3521-1874.
Email; cena. ufeifemail com
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