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RESUMO

Uma nova formulacdo medicamentosa contendo doramectina 3,5%,
administrada vias subcutdnea e intramuscular, na dose de 1mL/50kg de peso
corporal (700 pg/kg), foi avaliada em quatro experimentos. No primeiro experimento
foram determinados parametros farmacocinéticos em plasma de bovinos machos e
fémeas. Quanto a atividade carrapaticida, foram conduzidos dois ensaios, um
utilizando bovinos com infestacdo experimental e outro com animais naturalmente
parasitados por Rhipicephalus (Boophilus) microplus. A eficacia anti-helmintica da
referida formulacdo foi avaliada em 12 bovinos necropsiados portadores de
nematodioses gastrintestinais (infeccdo natural). Para a determinagdo dos
parametros farmacocinéticos, as amostras de plasma foram examinadas por meio de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia. Os resultados obtidos mostraram que nao
houve interferéncia da via de administragéo nos parametros Cmax, AUC (0.t), AUC (1),
AUC (0-) e MRT. Valor de Ty, ¢ foi significativamente superior quando a nova
formulagéo foi administrada via subcutédnea. A concentragdo plasmatica maxima, foi
atingida mais rapidamente nos animais tratados via intramuscular. A eficacia anti-
ixodidica da nova formulacdo doramectina 3,5% (stall test) alcancou indices
superiores a 95% em 21 datas experimentais. A ivermectina 3,15% e a moxidectina
10% atingiram percentuais de eficacia acima de 90%, em 30 e 11 datas,
respectivamente. O numero de teledginas desprendidas dos grupos tratados com
doramectina 3,5% e moxidectina 10%, nao diferiram estatisticamente (P>0,05) ao
longo de todo o experimento. Estas duas formulagbes foram estatisticamente
superiores (P<0,05) a ivermectina 3,15% em 27 e 16 datas pos-tratamento. Os
efeitos deletérios da doramectina 3,5% sobre a performance reprodutiva de
teledginas, foram estatisticamente superiores (P<0,05) aos da ivermectina 3,15%. A
nova formulacdo e a doramectina 1% reduziram significativamente (P<0,05), as
contagens de fémeas, em relagdo ao grupo controle, do 3° ao 63° DPT e do 3° ao
49° DPT respectivamente. Eficacia acaricida superior a 95% (infestacao natural) foi
alcangcada pela nova formulagdo do 14° ao 28° DPT. Atividade anti-helmintica
maxima (100%) foi atingida contra Cooperia punctata, Trichostrongylus axei,
Haemonchus placei, Oesophagostomum radiatum, Bunostomum phlebotomum e H.
similis. Outras quatro espécies de helmintos foram diagnosticadas ( Trichuris discolor,
C.mcmasteri, C.spatulata e T. colubriformis), porém, o baixo parasitismo do grupo
controle impossibilitou inferir sobre a eficacia do novo composto contra tais espécies.
Em sintese, a nova formulagdo contendo doramectina 3,5% constitui uma
promissora alternativa como endectocida para bovinos.

Palavras chave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, helmintos, doramectina 3,5%,

bovinos
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ABSTRACT

A new drug formulation containing 3.5% doramectin, administered subcutaneous or
intramuscular dose of 1mL/50kg body weight (700 mg / kg) was evaluated in four
experiments. In the first experiment were determined in plasma pharmacokinetic
parameters of male and female cattle. Regarding the activity ticks were conducted
two experiments, one using experimental infestation with cattle and other animals
with naturally parasitized by Rhipicephalus (Boophilus) microplus. The anthelmintic
efficacy of this formulation was evaluated in 12 cattles with necropsied nematodiosis
gastrointestinal (natural infection). For the determination of pharmacokinetic
parameters, plasma samples were analyzed by liquid chromatography ultra efficiency
The results showed that there was no interference route of administration of the
parameters Cmax, AUC (0-t), AUC (t-«) AUC (0 - «) and MRT. Value T1/2 ¢ was
significantly higher when the new formulation was administered subcutaneously. The
maximum plasma concentration was reached earlier in the animals treated
intramuscularly. The efficacy of anti-ixodidica new formulation doramectin 3.5% (stall
test) levels reached greater than 95% in 21 experimental days. The moxidectin and
ivermectin 3.15% percentage reached 10% efficiency above 90% in dates 30 and 11
respectively. The number of detached ticks groups treated with 3.5% doramectin and
moxidectin 10%, not statistically different (P> 0.05) throughout the experiment. These
two formulations were significantly higher (P <0.05) at 3.15% ivermectin in dates 27
and 16 post-treatment. The deleterious effects of doramectin 3.5% on the
reproductive performance of engorged females were statistically superior (P <0.05) at
the 3.15% ivermectin. A new formulation and doramectin 1% significantly reduced (P
<0.05), scores of females in the control group, the 3 °to 63 ° DPT and 3 °to 49 °
respectively DPT. Acaricidal efficacy greater than 95% (natural infestation) was
achieved by the new formulation of 14 °to 28 ° DPT. Anthelmintic activity maximum
(100%) was achieved against Cooperia punctata, Trichostrongylus axei, placei
Haemonchus, Oesophagostomum radiatum, and H. Bunostomum phlebotomum
similis. Four other species of helminths were diagnosed (Trichuris discolor,
C.mcmasteri, C.spatulata and T. colubriformis), however, the low parasitism in the
control group precluded inferences about the effectiveness of the new compound
against these species. In summary, the new formulation containing doramectin 3.5%
constitutes a promising alternative as endectocide for cattle.

Keyword: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, helminthes, doramectin 3,5%, cattle



1 INTRODUGAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Devido a ascensao e competitividade, o agronegécio brasileiro estd sendo
considerado uma atividade com perspectiva segura e rentavel em todos os seus
seguimentos. Com um clima diversificado, precipitacdes regulares, energia solar
abundante e quase 13% de toda a agua doce disponivel no planeta, o Brasil tem
388 milhdes de hectares de terras agricultaveis férteis e de alta produtividade,
dos quais, 90 milhdes ainda nao explorados. Esses fatores fazem do pais um
lugar de vocagao natural para a agropecuaria e todos os negocios relacionados
a suas cadeias produtivas (MAPA, 2004).

Ao considerar as ultimas décadas passada e o inicio desta, os ganhos de
produtividade da pecuaria estdo cada vez maiores, decorrentes, principalmente,
da melhoria genética na implantacao de rebanho comercial, novas culturas com
linhagens de pastagens naturais e técnicas de manejo reprodutivo. Estes
fatores, em conjunto, impulsionaram para o alcance de melhores indices de
taxas de desfrute no rebanho.

Se por um lado isso trouxe beneficios, por outro criou inUmeros problemas
sanitarios e um bom exemplo, sdo as parasitoses (CRUZ et al., 2009). De
acordo com Vidotto (2002), torna-se inviavel a criagdo econdmica de bovinos
sem um combate sistematico aos seus principais endo e ectoparasitas.

No entanto, alguns dos entraves de producao sao os danos causados pelas
parasitoses, principalmente quando se trata de animais jovens, com idade entre
cinco e 18 meses que sdo 0s mais acometidos, sendo esta fase uma das
grandes responsaveis pelos imensos prejuizos econémicos na bovinocultura
(BIANCHIN et al., 1996) e que, quando associados a subnutricdo, falhas de
manejo e ineficacia dos antiparasitarios, podem converter-se em fatores
limitantes da pecuaria.

E importante salientar que producdo animal é sustentada por trés pilares:
genética, nutricdo e sanidade. Em se tratando de sanidade, a preocupacao com
o elevado parasitismo provocado tanto por endo como ectoparasitos tem
merecido intensos esforcos para o seu combate efetivo. Os produtores rurais,
ultimamente tem sido menos favorecidos pelos novos incrementos das industrias
farmacéuticas. Tal escassez de novas moléculas, restringe o controle eficiente

das parasitoses que tem tido cada vez menos opc¢des de produtos no mercado.



Isto favorece ao surgimento de resisténcia por parte dos parasitas frente aos
mesmos principios ativos em varias partes do mundo (FAQO, 2004).

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus é considerado o mais importante
ectoparasito dos animais domésticos, em especial para a espécie bovina, pelo
comprometimento direto a saude, integridade fisica e limitacbes no
desenvolvimento do animal, cujos prejuizos podem atingir a cifra de dois bilhdes
de délares anuais (GRISI et al., 2002).

O ciclo biolégico deste ixodideo apresenta duas fases: uma parasitaria e
outra de vida livre (GONZALES et al., 1993). Exige apenas um unico hospedeiro
(monoxeno) para sua evolugéo, no qual realiza todas as ecdises. Normalmente,
0s machos sédo encontrados fixos sob as fémeas. Estas, apds serem fertilizadas
ingurgitam completamente e ao alcancarem o estadio de teledginas,
desprendem-se do hospedeiro e caem ao solo. Apds dois a seis dias,
dependendo das condicdes naturais, inicia a postura de aproximadamente 2500
a 3000 ovos. O periodo de postura, incubacao dos ovos e eclosdo das larvas
varia de acordo com a temperatura ambiente terminando com a morte da fémea
(quendgina) (OLIVEIRA et al., 1974). Ao nascimento as larvas sao morosas,
passando a ativas no decorrer do sétimo dia quando se tornam avidas,
ascendendo a vegetacao para alcancar um hospedeiro, quando estes rocam a
vegetacao (hexapoda). Fixam-se nas regides de pele mais tenra como perineo,
inguinal, barbela, nutrindo-se, inicialmente de linfa para desenvolverem a
metalarva (octopode). Em seguida sofrem outra ecdise originando, ninfas,
metaninfas, em que o0s menores dao origem aos machos (neandros e
gonandros), € as maiores as fémeas (neodginas, partendginas e teledginas). A
fémea semi-ingurgitada é denominada partenégina e a completamente
ingurgitada, teledgina, que se desprendem do hospedeiro. Essas fémeas caem
ao solo para oviposicao, iniciando assim o ciclo ndo parasitico (OLIVEIRA et al.,
1974; GONZALES et al., 1975).

O R. (B.) microplus pode veicular importantes hemoparasitos, como
Babesia spp e Anaplasma spp (VERISSIMO, 1990; FRANCIS, 1966). Além
disso, este ixodideo esta relacionado a elevados custos referentes a aquisicao
de produtos quimicos instalagdes, equipamentos e pesquisas (SING et al.,
1983).



Considera-se, também importante, 0s prejuizos relacionados a
desvalorizagdo do couro in natura e a industria coureiro-cal¢adista (OLIVEIRA,
1983), sendo estimado em mais de 60% os defeitos provocados por
ectoparasitos ao produto final de acabamento (MARQUES et al., 2000). O
intenso parasitismo pode ainda, ser um atrativo a infestacdo de larvas de
Cochliomyia hominivorax (miiase), pois iniciam solugcbées de continuidade onde a
mosca faz sua oviposicao e instala-se, secundariamente, as larvas do califorideo
(VERISSIMO & FRANCO, 1994).

Atualmente o método mais utilizado de controle deste ectoparasito € a
aplicacao de carrapaticidas quimicos (OLIVEIRA et al., 2002). A aplicacao pode
ser feita por meio de pulverizacdo, aspersao, imersao, pour-on, e/ou injetavel,
com vantagens e desvantagens, dependendo do tipo de criagdo e regiao
geografica (GONZALES, 1995). No entanto, a freqlente exposicdo desses
ectoparasitos aos carrapaticidas, muitas vezes aplicados de forma incorreta, tem
ocasionado o surgimento de populagdes resistentes contra a maioria dos
farmacos disponiveis no mercado, o que resulta, consequentemente, na
necessidade constante de pesquisas em busca de novas alternativas
terapéuticas (FURLONG & MARTINS, 2007).

Destaca-se também o controle biolégico com fitoterapicos e fungos,
selecdo de racas menos susceptiveis ao carrapato, cultivo de pastagens que
dificultam a sobrevivéncia das fases de vida livre e acao de predadores naturais
(FARIAS et al., 1986; SUTHERST et al., 1983).

As formulagbes sistémicas injetaveis, tais como os derivados da lactonas
macrociclicas  (ivermectina, abamectina, = doramectina,  eprinomectina,
selamectina e moxidectina), constituem-se numa importante opcédo no controle
dos carrapatos, sendo considerada uma alternativa disponivel e
economicamente viavel aos produtores (MARTINEZ et al., 2004).

Em se tratando do endoparasitismo em bovinos, destacam-se o0s
nematdédeos gastrintestinais, responsaveis pela gastrenterite parasitaria dos
ruminantes, sendo um dos fatores que muito contribui para o baixo indice de
produtividade da bovinocultura brasileira. Entre os efeitos relacionados, constam
a diminuicdo do consumo voluntario de alimentos (apetite), da capacidade de

digestao e absorcao dos nutrientes para o crescimento (HOLMES, 1987). Estes



fatores tem sido apontados como um dos importantes pontos de
estrangulamento dos Sistemas de Producao de Bovinos de Corte e de Leite.

Causam danos muitas vezes subestimados pelos criadores,
principalmente nas verminoses sub-clinicas, pois diferentemente dos
ectoparasitos, o endoparasitismo passa despercebido pelo produtor, causando
grandes perdas no potencial de producdo que sao dificeis de serem estimadas
(COOP & HOLMES, 1996).

Devido a elevada prolificidade e adaptacdo de resisténcia a diversas
condicoes climaticas, os endoparasitos possuem ampla distribuicao geografica e
alta prevaléncia estendendo-se as areas de clima tropical e subtropical. Cada
parasito possui um determinado numero de combinac¢des ecoldgicas as quais
permitem seu desenvolvimento melhor em determinada regidao (MOLENTO,
2005).

Estima-se que a mortalidade de bezerros causada pela verminose, no
estado do Rio Grande do Sul, atinja a uma amplitude de 10 a 30%, enquanto que
a diferenca entre ganho de peso dos bovinos tratados e n&o tratados média de
50Kg/bezerro (Pinheiro et al., 2000).

Em criagdes de bovinos leiteiros, devido ao seu manejo mais intensivo, a
verminose ocasiona prejuizos bem mais evidentes, pois estes sédo forcados a se
alimentar sem muita seletividade e proximos aos bolos fecais. Isto faz com que
adquiram cargas maiores de vermes, o que, somado ao fator nutricional, leva a
uma quebra de imunidade e maiores percentuais de mortalidade (BIANCHIN &
HORNER, 1995).

Muito se relata na literatura sobre efeitos deletérios causados pelos
nematdédeos gastrintestinais, destacando-se a reducdo no ganho em peso, na
conversao alimentar, na produgédo leiteira, no desempenho reprodutivo, na
qualidade de carcaca, no sistema imune e, em alguns casos, podendo causar
Obitos (HAWKINS, 1993).

Os géneros de helmintos parasitos mais freqlientes que acometem
ruminantes na regido sudeste, sdo Haemonchus spp, Cooperias spp,
Oesophagostomum spp e Trichostrongylus spp (ARANTES et al.,, 1995;
SANTOS et al., 2010).

O controle de parasitos de bovinos representa um importante fator na
produgdo, no entanto, as tentativas de combate empregadas na maioria das
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fazendas de criagOes sdo feitas de maneira incorreta por meio do uso excessivo
e desordenado das bases terapéuticas que por sua vez oneram o custo de
producdo e ainda ndo alcangam os objetivos de controle. Além disso, pode-se
observar a presenca de residuos nos produtos de origem animal (SINDAN,
2008).

Segundo Prichard (1994), a deteccao da resisténcia de helmintos em
bovinos s6 é constatada, geralmente, se for especificamente investigada. Tal
fato é reforcado por varios autores, de diversos paises, que relataram a
resisténcia principalmente de Cooperia e Haemonchus as lactonas macrociclicas
(ANZIANI et al., 2004; RANGEL et al., 2005; BORGES et al., 2008; SOUZA et
al., 2008).

O parasitismo causado por nematddeos gastrintestinais em bovinos
diferentemente do que ocorre em ovinos, muitas vezes apresenta evolucao sub-
clinica. Desta forma, farmacos que apresentem percentuais de eficacia entre
50% e 70% podem controlar os efeitos adversos causados por estes parasitos,
mesmo com a presenca da resisténcia. Isto faz com que a resisténcia a anti-
helminticos em bovinos seja visualizada menos facilmente do que em ovinos o
que justifica a escassez de literatura mundial. Porém, isto nao significa que estes
parasitos tenham menor diversidade genética para expressdo da resisténcia,
mas sim, pelo fato das eficacias dos anti-helminticos nos bovinos ndo serem
clinicamente diagnosticadas pelos produtores e médicos veterinarios.(FAO,
2004).

A resisténcia ocorre quando uma estirpe de parasito é capaz de tolerar
doses de um principio que é eficaz contra outras populacées da mesma espécie,
sendo essa caracteristica herdavel. Desta forma, considera-se propensa a
resisténcia, quando a droga ndo consegue debelar 95% da espécie parasitaria.
Assim, por definicdo, resisténcia lateral € aquela em que uma espécie
sobrevivente a uma droga nado é afetada por outras de mesmo mecanismo de
acao, podendo ou nado ter sido exposta anteriormente a ela. Quando uma
espécie é tolerante a drogas pertencentes a diferentes grupos quimicos com
modos de acao distintos, denomina-se resisténcia cruzada (PRICHARD, 1980).

Estes fatores tém levado ao desenvolvimento de pesquisas de controles
complementares, tais como pastejo alternado (FERNANDES et al., 2004),
selecdo de animais geneticamente resistentes (AMARANTE & AMARANTE,
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2003) e controle biolégico utilizando fungos nematéfagos (ARAUJO et al., 2004),
dentre outros. Uma nova alternativa que esta sendo pesquisada € a utilizagao de
drogas com atividade reversora da resisténcia anti-parasitaria, a chamada
"reversdo quimica da resisténcia", que poderia prolongar o uso de importantes
grupos quimicos como os benzimidazois e as lactonas macrociclicas.

Os prejuizos econbmicos e fisicos, decorrentes das infestacbes e
infeccbes por parasitos podem ser minimizados com o controle quimico,
representado por uma variedade de principios ativos existentes no mercado.
Além disso, o custo com o desenvolvimento de novos produtos € muito elevado
e uma alternativa viavel para minimizar estes problemas tem sido o aumento do
espectro de acao dos compostos antiparasitarios associando-os a diferentes
principios ativos ja existentes, em uma unica formulagdo quimica, aliando uma
satisfatoria eficacia terapéutica, a praticidade na administragdo (TAYLOR, 2001).

O grande avanco no controle de ecto e endoparasitos referem-se a
descoberta das lactonas macrociclicas (avermectinas e milbemicinas) em 1979
(AYRES & ALMEIDA, 2002).

As lactonas macrocilicas sao farmacos antiparasitarios de amplo-espectro
largamente utilizados na medicina veterinaria. Estes compostos sdo conhecidos
como “endectocidas” em virtude de possuirem atividade tanto frente a endo
quanto a ectoparasitos (SHOOP et al., 1995).

As lactonas macrociclicas incluem duas classes de compostos quimicos,
as avermectinas (ivermectina, doramectina, selamectina, abamectina e
eprinomectina) e as milbemicinas (nemadectina, moxidectina, D-milbemicina
(MCKELLAR & BENCHAOQUI, 1996).

Etimologicamente a avermectina designa (a sem + verm verme + ect
ectoparasita + in produto farmacéutico) obtidas originalmente pela fermentagéo
de amostras de solo do Japao, contendo o fungo Streptomyces avermitilis
(LYNN, 1999). A fermentacao do fungo Streptomyces hygroscopicus proporciona
a obtencao de milbemicina e moxidectina. Uma das principais caracteristicas das
avermectinas refere-se ao amplo espectro de acao, com elevada tolerancia pelo
organismo do hospedeiro, mesmo ndo sendo isentas de efeitos adverso.
(MIOLO, 1999).

Para SHOORP et al., (1995), a descoberta das avermectinas representa
mais do que revolugao, pois apresentam um amplo espectro de acdo e uma alta
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poténcia contra uma grande variedade de parasitos, mesmo aqueles mais
resistentes as drogas existentes. Pois com uma unica dose de 200 pg kg-1 era
capaz de atuar em nematédeos gastrintestinais, pulmonares, oculares e até
mesmo os localizados na pele dos animais, ainda possuia atividade contra
muitos artrépodes, dentre ele, carrapatos, sarnas, moscas e suas fases larvares.

As avermectinas sao altamente lipofilicas, tendo assim pouca solubilidade
em solucao aquosa- 0,006 a 0,009 ppm (JACKSON, 1989). Essa peculiaridade
faz com que apos ser absorvida, independentemente da via de administracéo, a
molécula seja distribuida por todo o corpo do animal e concentre-se,
principalmente no tecido adiposo que possui uma vascularizacdo limitada,
fazendo com que a liberacado da droga seja mais lenta, aumentando o tempo de
permanéncia no organismo (CHIU et al., 1990). O uso de veiculos que permitem
a lenta absorcao no local de aplicacdo da droga pode resultar em prolongado
efeito residual (LO et al., 1985).

Embora as avermectinas ndo atravessem facilmente a barreira
hematocefalica dos animais, qualquer espécie, porém, pode ser afetada se a
dose for elevada, o suficiente para penetrar nesta barreira (ANDRADE &
SANTAREM, 2002) e em caso de intoxicagdo, ha histérico de exposicao
acidental ou contraria as recomendagées (MOORE, 1999).

Bezerros com menos de quatro meses de idade, roedores e coelhas
gestantes, assim como algumas ragas de caes pastores, apresentam uma maior
susceptibilidade aos farmacos deste grupo (TRACY & WEBSTER, 2001;
ANDRADE & SANTAREM, 2002). Entretanto, Rodrigues et al., (2007), utilizando
avermectinas associadas ou isoladamente, administradas subcutanea em
bezerros com idade inferior a trinta dias, verificaram que, os mesmos nao
apresentavam nenhuma sintomatologia neurolégica ou alteracdes laboratoriais
no liquido cefalorraquidiano colhido da medula cisterna magna. As pesquisas
vém ampliando as diversificagdes nas vias de aplicacdo dos medicamentos, com
isso tornando mais facil o manejo do rebanho.

As propriedades fisico-quimicas das lactonas macrociclicas, incluem um
alto peso molecular e elevada lipofilicidade o que confere caracteristicas
farmacocinéticas de um grande volume de distribuicdo, com grande afinidade por
gorduras corpéreas e prolongada persisténcia de concentragdo no organismo
(McKELLER & BENCHAOUI, 1996). Devido as suas -caracteristicas
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farmacocinéticas e o fato de que uma significativa fracdo destes principios é
excretada pelo leite (cerca de 5% da dose aplicada), seu uso é proibido em
fémeas em lactagdo, cujo produto seja destinado ao consumo humano. Para
vacas gestantes, recomenda-se uma aplicacdo 28 dias antes do parto
(ALVINERIE et al., 1994).

Palma et al., (2006) pesquisaram residuos de abamectina em tecidos de
bovinos tratados via oral, onde observaram as maiores concentracdes no figado,
aos sete dias pés-tratamento, seguido da gordura, rins e, por ultimo, nas
amostras de musculatura esquelética.

O efeito de acao prolongada das lactonas macrociclicas deve-se ao fato
destas drogas ficarem armazenadas no tecido adiposo. Este compartimento do
organismo possui vascularizacao limitada, fazendo com que a liberagéo da droga
seja mais lenta, aumentando o tempo de sua permanéncia no plasma
(JACKSON, 1989; CHIU et al., 1990).

Adicionalmente, demonstrou-se que diferencas nos componentes da
formulagdo afetam significativamente o perfil farmacocinético das lactonas
macrociclicas no organismo de diversas espécies animais. Sendo assim, é
possivel utilizar recursos farmacotécnicos, tal como a utilizagdo de veiculos
capazes de modular a liberagdo do farmaco e, consequentemente, sua absor¢cao
a partir do local da aplicagdo do medicamento, de modo a prolongar ainda mais
seu periodo de permanéncia plasmatica (WICKS et al., 1993).

O exato mecanismo de acdo das LM ainda nao esta bem esclarecido,
devido a algumas caracteristicas da droga, tais como, apresentar varios locais
de acgdao, varias espécies alvo com sensibilidades diferentes a seu efeito e pouca
solubilidade em solucdes aquosas (TURNER & SCHAEFFER, 1989).

A primeira hipétese formulada para explicar o0 modo de ag¢do das LM
constitui em sua atuagédo como agonistas do acido gama amino butirico (GABA),
aumentando a permeabilidade dos ions cloro (CI7), resultando em paralisia
muscular flacida (MELLIN et al., 1983; ALBERT et al., 1986).

Esta hipétese poderia explicar porque as avermectinas nao agem sobre
cestdédeos e trematddeos, uma vez que estes nao possuem receptores GABA.
Sua baixa toxicidade para os mamiferos é explicada pela impossibilidade de
atravessar a barreira hematocefalica, ndo atingindo, assim, os receptores GABA
restritos quase exclusivamente ao sistema nervoso central (MARTIN et al.,
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2002). Recentemente, confirmou-se que os receptores GABA estdo associados
ao modo de acdo das LM nos insetos (LUDMERER et al., 2002).

Observacdes de alguns autores desencadearam a hip6tese de que
poderia haver outro mecanismo de acdo nos nematoédeos. Scott & Duce (1987),
demonstraram que feixes musculares especificos do  gafanhoto
(Schistocercagregaria) que recebem apenas inervacao excitatéria, ndo sendo
sensiveis ao GABA, exibiram resposta irreversivel a ivermectina. Martin &
Pennigton (1988), utilizando um modelo experimental com Ascaris suum,
observaram que nao houve acao da ivermectina nos canais GABA, mas sim em
canais diferentes de cloro. Outro fato que suporta esta hipétese € a presenca,
em mamiferos, de receptores GABA periféricos, que nao possuem barreira
protetora como os do sistema nervoso central, estando vulneraveis a acao
destas drogas.

Apés o lancamento da ivermectina, centenas de compostos, do grupo das
LM, foram testados em ensaios de curto espectro de acgdo. Alguns foram
altamente eficazes contra determinadas espécies de parasito. Porém, o uso de
um composto contra apenas uma espécie € desvantajoso em relacao a um de
amplo espectro. Desta forma, foram selecionados principios ativos eficazes
contra 0 maior numero possivel de espécies de parasitos (SHOOP et al., 1995).

Considerando a necessidade de novas formulacdes para o controle de
endo e ectoparasitos em bovinos, a presente pesquisa avaliou uma nova
formulagdo contento doramectina 3,5%, até entdo, inédita na literatura
compulsada.



2 OBJETIVOS

1. Estabelecer parametros farmacocinéticos de uma nova formulagdo contendo
doramectina 3,5%, administradas, vias subcutinea e intramuscular, em bovinos

de ambos 0s sexos.

2. Avaliar a eficacia anti-ixodidica da referida formulacao contra Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, parasitando bovinos natural e experimentalmente
infestados.

3. Utilizando bovinos naturalmente infectados, avaliar a atividade anti-helmintica

do novo endectocida.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Nova formulagdo medicamentosa

Nos quatros experimentos realizados em bovinos utilizou-se uma nova
formulacdo medicamentosa contendo Doramectina 3,5%, na dose de 1mL/50kg
de peso corporal (700 pg/kg) fornecida pela empresa fabricante Pfizer Saude

Animal.

3.2 Experimento I: Farmacocinética de uma nova formulacido de

doramectina 3,5% em bovinos

Foram utilizados 16 bovinos, sendo oito machos e oito fémeas, mesticos
(zebuino x taurino), com idade entre 18 e 24 meses, em bom estado nutricional
clinicamente saudaveis e que nao haviam sido tratados com medicamentos a
base de avermectinas e milbemicinas nos ultimos 150 dias. Os animais foram
mantidos em um mesmo piquete, formado com Brachiaria decumbens,
pertencente a Fazenda Bela Vista, localizada no municipio de Formiga, Minas
Gerais.

3.2.1 Grupos experimentais

Para a formacdo dos quatros grupos experimentais, os 16 bovinos
(unidades experimentais), foram randomizados aleatoriamente por um modelo
de estrutura unicaudal, sendo o sexo o fator de divisdo e a via de administragao,
randomizada em bloco, o fator de subdivisdo. A formacéo dos blocos foi baseada
nos pesos iniciais no dia zero (0). Posteriormente, realizou o sorteio dos grupos

para determinacao dos tratamentos, de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1.Delineamento experimental

N2 de Via de Posologia
Grupo . Sexo Tratamento L
bovinos aplicacao mL/Kg p.v. mcg/Kg
4 Macho Doramectina 3,5% Subcutanea 1/50 700
] 4 Fémea Doramectina 3,5% Subcutanea 1/50 700
1] 4 Macho Doramectina 3,5% Intramuscular 1/50 700
\Y) 4 Fémea Doramectina 3,5% Intramuscular 1/50 700

3.2.2 Colheita de amostras de plasma sanguineo

Amostras de sangue foram colhidas por venocentese, em tubos contendo
solugao de heparina sodica. Posteriormente, as mesmas foram centrifugadas por
10 minutos a 1000g, no maximo duas horas apos a colheita. O plasma separado
foi colocado em quatro tubos de polipropileno e armazenado a temperatura de -
20°C até envio das amostras ao laboratério.. As colheitas foram realizadas
imediatamente antes dos tratamentos e nos dias 1, 2, 3, 5, 7, 9, 11, 14, 17, 21,
28, 35, 42, 49, 56, 63, 70 pos-tratamento.

3.2.3 Extracdo da doramectina a partir das amostras de plasma bovino

Inicialmente, 2mL de plasma foram transferidos para um tubo de
centrifuga de 50mL e adicionados de 100uL de uma solugcédo de concentracao de
1,0mg/L do padrdo interno (2B-ciclohexil). Foram adicionados 15mL de
acetonitrila, agitando-se manualmente por 30 segundos. Posteriormente,foram
adicionados 15g de sulfato de so6dio, agitando-se manualmente por mais 1
minuto. As amostras foram entdo centrifugadas a 1523,2g por 2 minutos. A fase
organica (superior) foi colhida e transferida para um novo tubo de centrifuga de
50mL. A este novo tubo foram adicionados 5mL de hexano, agitando-se
manualmente por 1 minuto. Procedeu-se uma nova centrifugacédo a 1523,2g por
1 minuto. A fase acetonitrilica (inferior) foi colhida e o solvente evaporado
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completamente a temperatura de 50°C. Finalmente, a amostra foi ressuspendida
em 0,5mL de acetonitrila : agua (1:1).

3.2.4 Metodologia analitica

A andlise da doramectina foi realizada por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia, com deteccao por espectrometria de massas (MS/MS — detector
electro spray positivo), pelo método de padronizacao interna, utilizando como
padrdao interno 2B-ciclohexil. A amostra foi analisada de acordo com as
seguintes condicdes: coluna cromatografica Acquility UPLC BEH® Cyg (1,7um,
100 x 2,1mm); vazdo de 0,4mL/min; temperatura de 120°C e dessovatacao a
500°C; volume de injecdo de 10uL. A eluicdo foi realizada por gradiente,
empregando-se as misturas de solventes (agua + 0,1% acido férmico - A) e
(acetonitrila + 0,1% &acido formico - B), conforme o Quadro 1.

Quadro 1
Tempo (min) A (%) B (%)

0 50 50
0,1 50 50
2,5 2 98
4,0 2 98
42 50 50
5,0 50 50

3.2.5 Validacao do método analitico

O método analitico foi validado tendo por base a Resolucao RE n° 899, de
29 de maio de 2003 da ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Brasil, 2003) e o guia IHC Topic Q-2b do EMEA — European Agency for the
Evaluation of Medicinal Produtcs (London, 2006). Os parametros avaliados
foram: especificidade, seletividade, linearidade, repetibilidade, porcentagem de
recuperacao, limite de deteccdo e limite de quantificacdo. Para a confecgédo da

curva de calibragdo, uma solugdo de doramectina em metanol foi adicionada ao
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plasma bovino, livre da presenca de avermectinas e milbemicinas, obtendo-se
solugbes de concentragéo final de: 0,5; 1,0; 1,67; 2,0; 3,0; 5,0 e 6,67ug/L de
plasma.

3.2.6 Determinacao dos parametros farmacocinéticos

A partir das concentracdes plasmaticas de doramectina obtidas, foram
calculados os seguintes parametros farmacocinéticos da formulacéo, nas duas
vias de administracdo avaliadas: meia-vida de eliminacéo (T1z «), calculada por
meio da andlise do grafico semi-logaritmico de concentracdo vs tempo;
concentracao plasmatica maxima (Cnax), Obtida diretamente a partir dos valores
de concentracado plasmatica; tempo de concentracdo plasmatica maxima (Tmax),
obtido a partir da interpolagdo do valor de Cmax N0 eixo X (tempo em dias); area
sob a curva (AUC), obtida pelo método dos trapézios, subdividida nas porcoes
de zero a t (AUCy: - compreendendo o intervalo de tempo zero até a ultima
concentragdo detectavel de farmaco - C), de t ao infinito (AUCi. - o qual
compreende uma extrapolagao do tempo t até o infinito, utilizando-se a razéo de
Ce de Kg - constante de eliminacdo) e de zero ao infinito (AUCp. -
correspondente a soma das duas areas anteriormente citadas; tempo médio de
residéncia (MRT), calculado por meio do método dos trapézios, a partir da
obtencdo da AUC do tempo zero até o tempo extrapolado para o infinito
(GIBALDI & PERRIER, 1982).

3.2.7 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por modelo pareado misto linear (teste
de Tukey e ANOVA), utilizando-se as concentragdes plasmaticas transformadas
em logaritmo neperiano [In(concentragcdo plasméatica + 1)]. Foram analisados os
seguintes cruzamentos dos dados: bloco subcutaneo vs bloco intramuscular;
machos (bloco subcutaneo) vs machos (bloco intramuscular); fémeas (bloco
subcutaneo) vs fémeas (bloco intramuscular); machos (bloco subcutaneo) vs
fémeas (bloco subcutaneo); machos (bloco intramuscular) vs fémeas (bloco

intramuscular).
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3.3 Experimento Il: Eficacia terapéutica e acao residual da nova
formulacao (doramectina 3,5%), comparativamente a ivermectina
3,15% e a moxidectina 10%, contra Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, parasitando bovinos experimentalmente infestados (teste

de estabulo)

O experimento foi conduzido no CPPAR pertencente a
FCAV/UNESP/Jaboticabal, SP. O CPPAR possui infra-estrutura completa de
padrdo internacional, com 48 baias individuais apropriada, para realizacdo de
testes de estabulo (“stall test”).

De um rebanho de 80 animais, da raca Simental, com idade média de 15
meses, que ndao haviam recebido medicacao parasiticida nos ultimos 120 dias,
foram selecionados 24 bovinos. Os animais foram mantidos em baias individuais
durante quatro semanas antes do inicio do experimento para adaptacdo. Na
primeira semana, receberam tratamento anti-helmintico com Cloridrato de
Levamisole 7,5%, via subcuténea, na dose de 1mL/40kg de peso vivo e foram
lavados com sabdo neutro e agua. Decorrido o periodo de adaptagcao, os
bovinos foram infestados com 5000 larvas (0,259 de ovos) de R. (B). microplus,
com idade entre 14 e 28 dias, nos dias: -24, -21,-19, -17, -14, -12,-10, -7, -5, -3,
-1, considerando-se o dia zero como o dia do tratamento. Apds o tratamento, as
infestacdes continuaram trés vezes por semana, até o término do estudo, com o
objetivo de avaliar o efeito residual das formulagées. Colheitas das teledginas
desprendidas dos bovinos foram efetuadas a partir do dia —3 até 48 dias pos-
tratamento.

Os animais foram aleatoriamente alocados para 0s grupos experimentais
(Tabela 2), usando-se um modelo de randomizacdo completa em bloco, com
base nas médias das contagens de teledginas desprendidas nos trés dias que

antecederam o tratamento.
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Tabela 2. Delineamento experimental

N? de . L Posologia
Grupo . Tratamento Via de aplicacao
bovinos mL/kg p.v. Hg/kg
Controle A
6 _ _ Subcutanea 1/50
(solucéo salina)

Il 6 Doramectina 3,5% Subcutanea 1/50 700
I 6 Ivermectina 3,15 Subcutanea 1/50 630
v 6 Moxidectina 10% Subcutanea 1/100 1.000

Das teledginas desprendidas, durante todo periodo pds-tratamento, foram
selecionadas aleatoriamente 10 de cada grupo/data. Essas, foram colocadas em
incubadora do tipo BOD mantida a 27°C e umidade relativa superior a 80%, para
estudo da performance reprodutiva (GONZALES et al., 1993; DRUMOND et al.,
1973).

Os percentuais de eficacia anti-ixodidica, dos trés endectocidas, foram
obtidos de acordo com a férmula preconizada por Roulston et al. (1968) e pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Portaria n.2 48
(Brasil, 1997).

Ta x Cb

Percentual de eficdcia =| 1 -
Th x Ca

}x]OO

Em que:

Ta = nimero médio de teledginas colhidas dos animais tratados apés a
medicacao;

Tb = nimero médio de teledginas colhidas dos animais tratados nos trés

dias anteriores ao tratamento;

Ca = numero médio de teledginas colhidas dos animais controle no
periodo pos-tratamento;

Cb = numero médio de teledginas colhidas dos animais controle nos trés

dias anteriores ao tratamento.

16



Os seguintes parametros referentes a performance reprodutiva de
fémeas de R. (B.) microplus, desprendidas dos bovinos experimentais, foram
avaliados (Gonzales et al., 1993).

% reducao de oviposicao:

Peso médio da massa de ovos do grupo controle - Peso médio da massa de ovos do grupo x100

Peso médio da massa de ovos do grupo controle

% reducao de eclosao:

Média da eclodibilidade do grupo controle - Média da eclodibilidade do grupo tratado  x100
Média da eclodibilidade do grupo controle

Os percentuais de eclosao foram calculados, para cada dia, por meio de
contagens de cascas e ovos, oriundos de teledginas desprendidas dos quatro
grupos experimentais.

A estimativa de reproducao (eficiéncia reprodutiva) e os percentuais de
eficacia foram calculados segundo a metodologia preconizada por Drummond et
al. (1973):

Estimativa de Reproducao (ER):

Peso dos ovos (g) X % Ecloséao x20000
Peso das fémeas (Q)

% de Controle ou de Eficacia:

ER do grupo controle - ER do grupo tratado x 100
ER do grupo controle
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3.3.1 Analise estatistica

Para a analise estatistica, as contagens de teledginas desprendidas foram
transformadas em dados logaritmicos [In (contagem de carrapatos + 1)]. Utilizou-
se o0 modelo misto linear generalizado de amostragem repetitiva do SAS
(SAS/STAT User's Version 9.13 orhigher, Sas Institute, Cary, NC, 1996),
contendo os efeitos fixados do tratamento, as contagens de carrapatos, a
interagédo entre tratamento e contagens, além dos efeitos aleatérios do bloco e
residual.

Os dados referentes a performance reprodutiva das teledginas,
desprendidas dos grupos experimentais, foram analisados utilizando-se um
delineamento inteiramente casualizado. As diferencas entre as médias foram

comparadas pelo teste Tukey, ao nivel de 95% de confiabilidade.

3.4 Experimento Ill: Acao anti-ixodidica da nova formulacao
(doramectina 3,5%) comparativamente a doramectina 1%, no tratamento de

bovinos com infestacao natural por Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Foram selecionados 30 bovinos machos da raca Simental, pertencentes a
fazenda Sdo Roque, Aguas da Prata-SP, naturalmente infestados por R. (B.)
microplus. A randomizacao, em trés grupos experimentais,foi realizada com base
na média de trés contagens consecutivas (dias -3, -2 e -1) de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus, presentes no lado esquerdo de cada animal.

Ap0és sorteio, os grupos foram distribuidos conforme Tabela 3.
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Tabela 3. Delineamento experimental

N° de . o Posologia
Grupo . Tratamento Via de aplicacao
bovinos mL/kg p.v. pg’kg
Controle
I 10 B _ Subcutanea 1/50 -
(solugao salina)
Il 10 Doramectina 3,5% Subcutanea 1/50 700
I 10 Doramectina 1% Subcutanea 1/50 200

Os trés grupos permaneceram durante todo o experimento em um mesmo
piquete (Brachiaria decumbens), recebendo agua e suplementacdo mineral ad
libitum.

Para avaliacdo das eficacias terapéutica e residual das duas formulacoes
utilizadas, contra R. (B.) microplus, foram realizadas contagens de todas as
fémeas, entre 4,5 e 8,0 mm de comprimento, presentes no lado esquerdo de
cada bovino, nos dias 3, 7 e a cada sete dias até o 70° pos-tratamento
(WHARTON & UTECH, 1970).

Os percentuais de eficacia contra R. (B.) microplus, foram calculados de
acordo com a férmula preconizada por Roulston et al., (1968) e pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Portaria n.? 48 (Brasil, 1997).

3.4.1 Analise estatistica

As contagens de carrapatos foram transformadas em logaritmo neperiano
[In (contagem de carrapato + 1) para analise estatistica. Utilizou-se um modelo
misto linear generalizado de amostragem repetida (SAS, 1996), contendo os
efeitos fixados de tratamento, dia de contagem de carrapatos e a interacao entre
o dia de contagem e tratamento, além dos efeitos aleatérios de bloco e residual.
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3.5 Experimento IV: Atividade anti-helmintica da uma nova formulacao
(doramectina 3,5%) no tratamento de bovinos naturalmente

infectados por nematdédeos gastrintestinais

Foram selecionados 12 bezerros mesticos (zebuino x taurino), de oito a
12 meses de idade, naturalmente infectados por nematdédeos gastrintestinais e
que nao haviam recebido tratamento anti-helmintico nos Ultimos 120 dias.
Utilizou-se como critério de selecdo contagens de ovos de nematddeos por
grama de fezes (Método McMaster — OPG; Gordon & Whitlock, 1939), sendo
selecionados somente animais que apresentavam contagens de OPG superiores
a 500. Os 12 bovinos selecionados foram transferidos para o
“CPPAR/FCAV/UNESP”, Jaboticabal, SP, onde permaneceram em baias
suspensas individuais, que impossibilitavam reinfeccées helminticas.

Os animais foram aleatoriamente alocados, para os grupos de tratamento
(Tabela 4), utilizando-se um modelo de randomizagdo completa em bloco, com
base nas médias das contagens de OPG de trés dias consecutivos (dias -3, -2 e
-1) que antecederam o tratamento (dia zero). No dia zero os animais foram
pesados e ftratados, via subcutdnea com a nova formulagdo contendo
doramectina 3,5% (700 pg/kg) ou com solucao salina.

Tabela 4. Delineamento experimental

N° de Via de
Grupo . Tratamento L Dose
bovinos aplicacao
Controle R
6 Subcutanea 1mL/50kg

(solugao salina)
1mL/50kg (700

] 6 Doramectina 3,5% Subcutanea
Hg/kg)

Decorridos 14 dias apds o tratamento, os 12 bezerros foram eutanasiados
e necropsiados. O sistema digestorio foi separado, por meio de ligaduras duplas,
em diferentes segmentos anatdémicos (abomaso, duodeno, jejuno, ileo, ceco,
célon e reto). Todo o conteudo e raspado de cada segmento foi tamisado e a
parte sélida fixada em formol a 10%, aquecido a 80°C. O abomaso foi

individualmente, submetido a digestdo com solucdo de pepsina cloridrica. Os
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demais o6rgdos foram examinados, recolhendo-se “in totum” os helmintos
eventualmente presentes (WOQOD et al., 1995; VERCRUYSSE et al., 2001).

A colheita, contagem e identificagdo genérica dos helmintos foram
efetuadas em microscédpio estereoscédpico (lupa). O diagnédstico especifico foi
efetuado segundo critérios taxonémicos descritos por Costa (1982) e Ueno &
Goncalves (1998).

3.5.1 Anadlise estatistica

Para a analise estatistica, as contagens de helmintos foram transformadas
em logaritimo neperiano [In (contagem de helmintos + 1)]. Os dados foram
analisados utilizando-se um modelo misto linear generalizado, com efeitos
fixados de tratamento e efeitos aleatérios de bloco e da interagcdao bloco-
tratamento (SAS, 1996).

4 RESULTADOS

4.1 Experimento I: Farmacocinética

A metodologia analitica desenvolvida foi validada com éxito, tendo sido
considerada aprovada frente a todos os parametros avaliados. O método
mostrou-se linear no intervalo de 1,0 a 6,67ug/L, apresentando coeficiente de
correlagdo (R?) superior a 0,99. O limite de deteccgéo obtido foi de 0,3ng/mL e o
limite de quantificacao de 1,0ug/L. As médias das porcentagens de recuperagao
apresentaram valores superiores a 84,0%. O método mostrou-se especifico e
seletivo para analisar o principio ativo em questdo. Os valores de coeficiente de
variagao exibiram valores de até 7,5%, estando em concordancia com o
preconizado no quesito repetibilidade para andlise de amostras bioldgicas -
inferior a 15,0%(CAUSON, 1997).

Os valores de concentracdo plasmatica de doramectina 3,5%, obtidos
apos os tratamentos pelas vias subcutanea e intramuscular, estao inseridos nas

Tabelas 5 e 6, respectivamente, e ilustrados na Figura 1.
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Tabela 5. Valores de concentragdo plasmatica (ug/L) em bovinos tratados com

Doramectina 3,5%

1mL/50Kg de peso corporeo (700ug/Kg).

administrada via subcutanea,

na dose de

Dias pos-tratamento /Concentracao plasmatica (ug/L)

Ne do
Bovino
1 2 3 5 7 9 11 14 17 21 28 35 42 49 56 63 70
740 16 <lQ 11,3 56 114 327 775 2107 270 187 89 48 32 17 23 15 <lQ
657 16 17 55 62 513 386 51,7 580 241 134 55 59 47 33 25 16 <LQ
<LQ
649 " <lo 49 166 285 194 459 233 231 79 73 77 116 36 19 16 <lQ
634 <«Q <LQ 125 411 305 40,5 57,6 2447 1420 380 184 185 117 15 16 15 <LQ
627 11 <lQ 75 175 223 626 699 1082 362 262 119 11,5 35 16 16 14 <LQ
389 18 <LQ 36 155 151 269 436 489 304 132 11,0 63 52 35 20 <LQ <LQ
388 28 <L 70 157 398 616 265 331 285 130 67 63 60 16 16 <Q <LQ
B180 <Q <@ 28 88 62 285 213 81 100 66 64 139 54 16 15 < <Q
Média 18 17 69 159 256 389 493 91,9 402 171 95 94 64 23 19 15
Desvio 0,6 35 113 151 158 194 894 418 104 42 48 34 10 04 0d
Padrao
CV (%) 35,2 505 71,0 589 407 394 97,3 1042 61,0 446 51,5 525 422 197 55

“Limite de quantificacéo.
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Tabela 6. Valores de concentracdo plasmatica (ug/L) em bovinos tratados com

doramectina 3,5%, administrada via intramuscular, na dose de

1mL/50kg de peso corpéreo (700ug/kQg)

Dias pos-tratamento/Concentracao plasmatica (ug/L)

Ne do
Bovino
1 2 3 5 7 9 11 14 17 20 28 35 42 49 56 63 70
728 0 182 44 208 183 57 58 478 248 198 67 46 19 10 <Q <Q <Q <lQ
660 0 75 24 145 182 261 739 14 663 161 96 49 <Q° <Q <L <LQ <lQ <LQ
618 0 48 14 22 209 234 578 919 141 158 257 90 27 12 <Q <Q <lQ <lQ
616 0 31 13 106 166 41,1 973 138 214 15 82 87 54 27 <Q <LQ <Q <LQ
605 0 35 39 94 14 239 88 53 349 236 122 155 118 60 15 13 <LQ <LQ
320 0 28 34 99 159 239 524 136 357 185 145 55 29 46 <lQ <Q <LQ <LQ
13 0 50 27 87 399 403 352 61,6 4,9 202 128 29 23 25 <Q <LQ <lQ <LQ
E27/078 0 18 2 72 157 437 921 104 553 278 162 159 11,8 64 13 10 <Q <LQ
Média 0 58 27 104 199 349 688 967 368 196 132 84 55 35 14 12 -~ -
Desvio -~ 53 11 54 83 125 215 393 175 44 60 50 44 22 01 02 - -
Padrao
CV (%) ~ 906 423 522 418 356 31,3 40,6 475 222 450 593 797 631 101 184 - -

“Limite de quantificacéo.
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Figura 1. Valores médios das concentragdes plasmaticas (ug/L) observadas em bovinos tratados
com Doramectina 3,5% administradas vias subcutanea e intramuscular, na dose de
1mL/50Kg de peso corporeo (700ug/Kg).

Os valores dos parametros farmacocinéticos da nova formulacéo, obtidos
por meio dos dados de concentragdo plasmatica apds tratamento pelas vias
subcutanea e intramuscular, bem como a analise estatistica (ANOVA e teste de
Tukey) estao registrados nas Tabelas 7 e 8.
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Tabela 7. Parametros farmacocinéticos obtidos a partir dos valores de

concentragdo plasmatica de doramectina 3,5%, em bovinos, de

ambos 0s sexos, medicados vias subcutanea e intramuscular, na

dose de 1mL/50kg de peso corpéreo (700ug/kg)

Parametros farmacocinéticos

. Tméx AUC(o.t) AUC(t-uo) AUC(O-w) T1/2 el MRT
Vla SeXO Cmax (I.lg/) . . . . - =
(dias) (pg.dias/L) (ug.dias/L) (pg.dias/L) (dias) (dias)
87,4 11,5 802,3 21,4* 823,7 9,1* 7,9
Macho
g (£83,3) (x2,9 (£356,9) (£1,3) (£356,7) (£ 1,4) (x1,0)
«g
é 1142 13,3 1227,3 15,0 12422 6,8 8,7
@  Fémea
(x91,1) (x1,5 (£683,5) (x5,2) (x678,5) (£2,1) (x0,3)
84,9 11,3 900,3 13,0* 913,3 4,9** 8,0
o Macho
% (x42,8) (x2,1) (£197,4) (£5,2) (£195,4) (x£1,8) (x0,4)
(&}
(%]
2 . 113,7 10,5 897,7 14,4 9121 4,8 7,8
© Fémea
= (£30,1) (1,0 (£ 87,9) (x4,7) (£92,5) (x2,3) (x1,0)

Os valores assinalados com * ou ** diferiram estatisticamente entre si (P<0,05).
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Tabela 8. Valores médios e desvio padrao dos resultados da analise estatistica
(ANOVA e Teste de Tukey) referentes aos parametros
farmacocinéticos de doramectina 3,5%, administrada vias subcutanea
e intramuscular, na dose de 1mL/50kg de peso corporeo (700ug/kg),

em bovinos.
. Parametros farmacocinéticos
Via de
administragéo C Tmax AUC(Q_t) AUC(t.oo) AUC(Q_w) Ti2el MRT
max(HQ/L) (dias) (pg.dias/L) (pg.dias/L) (pg.dias/L) (dias) (dias)
100,8 12,4 1014,8 18,2 1033,0 7,9* 8,3
Subcutanea

(+82,1) (£2,3) (£553,6)  (+4,9) (£549,5) (+2,1)  (x0,8)

99,3 10,9 899,0 13,7 912,7 4.8* 7.9
Intramuscular

(£37,6) (x1,6) (£1415)  (x47) (£1415) (£1,9  (£0,7)

Os valores assinalados com * diferiram estatisticamente entre si (P<0,05).

Conforme exposto na Tabela 8, os valores de Cnax foram de 100,8ug/L e
99,3ug/L para os animais tratados vias subcutdnea e intramuscular,
respectivamente. Nao foi verificada diferenca estatistica (P>0,05) entre as duas
vias de administracao, assim como entre 0os sexos. Em relacdo a Tnax, 0S valores
obtidos foram de 12,4 dias para o grupo tratado via subcuténea e de 10,5 dias
para o grupo que recebeu a nova formulagéo pela via intramuscular.

A andlise estatistica possibilita afirmar que a via de administracdo e o
sexo dos animais nao interferiram significativamente (P>0,05) nos valores de
Tmax- Entretanto, mesmo nao havendo diferengca estatisticamente significativa
(P>0,05), verifica-se que este parametro foi atingido mais rapidamente pela via
intramuscular. Esta pequena diferenca pode desencadear variagcdes na eficacia
do produto em fungéo da via de administragao.

A analise dos dados de AUC(. resultou nos seguintes valores:
1014,8ug.dias/L para o grupo tratado via subcutanea e 899,0ug.dias/L para o
grupo medicado via intramuscular.Nado foi observada diferenca estatistica
(P>0,05) entre os dois grupos, nem tampouco entre os sexos dos bovinos.

Os resultados de AUC ., foram de 18,2ug.dias/L e de 13,7ug.dias/L para
os grupos tratados via subcutanea e intramuscular, respectivamente. Os dois
tratamentos nao diferiram estatisticamente (P>0,05). Entretanto, verificou-se que
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a média dos machos medicados por via subcutanea foi estatisticamente superior
(P<0,05) a daqueles tratados por intramuscular. Nao foi observada diferenca
estatistica (P>0,05) entre as fémeas pertencentes aos dois grupos de
tratamento. O valor de AUC .- define a quantidade total de uma substancia
disponivel no plasma. Em relacdo aos dados referentes a este parametro, os
grupos tratados pelas vias subcutanea e intramuscular alcangaram os valores de
1033,0ug.dias/L e 912,7ug.dias/L, respectivamente. A via de aplicacdo e 0 sexo
nao influenciaram significativamente (P>0,05) nos valores deste parametro
farmacocinético. Pode-se inferir, portanto, que a quantidade total de doramectina
absorvida foi semelhante pelas duas vias utilizadas. Entretanto, os bovinos
machos tratados com doramectina 3,5% via subcutanea apresentaram valores
de AUC.. estatisticamente superiores (P<0,05) aqueles que receberam a
mesma formulag&o via intramuscular. Vale acrescentar que estes resultados nao
necessariamente podem resultar em diferencas significativas do ponto de vista
de eficacia clinica.

Analisando-se os dados de T12 ¢, NOta-se que houve diferenca estatistica
(P<0,05) entre os dois grupos de tratamento. O valor de T ¢ Obtido para o
grupo tratado, via subcutanea, foi de 7,9 dias, enquanto no grupo tratado via
intramuscular registrou-se 4,8 dias. Verificou-se, ainda, diferenca estatistica
(P<0,05) entre os machos que receberam doramectina 3,5% vias, subcutaneos e
intramusculares. Os machos tratados via subcutanea apresentaram um valor de
T12 e igual a 9,1 dias, enquanto aqueles tratados via intramuscular apresentaram
um valor igual a 4,9 dias. Esta diferenca no valor de Tic0bservada em fungéo
da via de administragdo era esperada, uma vez que o tecido subcutaneo
apresenta baixa vascularizacao, levando a uma absorcdo mais lenta do farmaco
(CHIU, 1990) e, consequentemente, um periodo de eliminacdo também mais
lento.

Os resultados de MRT nao apresentaram diferenca estatistica (P>0,05)
entre as vias subcutdnea e intramuscular, nem tampouco entre 0os sexos dos
bovinos. O valor de MRT do grupo medicado via subcutanea (8,3 dias) foi

semelhante ao obtido no grupo tratado via intramuscular (7,9 dias).

27



4.2 Experimento IlI: Eficacia terapéutica e acao residual contra
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, parasitando bovinos
experimentalmente infestados (teste de estabulo)

Os bovinos experimentais foram desafiados com infestagdes artificiais de
larvas de R.(B.) microplus, durante 48 dias, ap6s os tratamentos com
doramectina 3,5%, ivermectina 3,15% e moxidectina 10% (dia zero). Da mesma
forma, servindo como paradmetro foram mantidas as infestagdes no grupo
controle. Nota-se pela Tabela 9, uma acentuada reducao do numero médio de
teledginas desprendidas dos trés grupos medicados, a partir do 6° dia poés-
tratamento (DPT), quando foi observado valores de eficacia superiores a 90%
(médias geométricas). Nesta condicao, ou seja, indices superiores a 90% de
eficacia foram alcancados pela doramectina 3,5%, moxidectina 10% e
ivermectina 3,15% em 37, 30 e 11 datas observacionais, respectivamente
(Tabela 9) e ilustrado na Figura 2. Considerando indices de eficacia superiores a
95%, verifica-se (Tabela 9), que a doramectina 3,5%e a moxidectina 10%,
ultrapassaram este percentual em 21 datas experimentais. A ivermectina 3,15%
atingiu este percentual apenas em uma data experimental (13% DPT).
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Tabela 9. Numero médio de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus

(Teledginas) em bovinos experimentalmente infestados, pertencentes aos
grupos controle e tratados; percentuais de eficacia. Médias geométricas.
CPPAR/FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, Brasil.

Grupos experimentais/Média de teledginas desprendidas

Dlaspos- 4, Gll: Gill: GIV: EFICACIA (%)
tratamento . .
Controle  Doramectina Ivermectina 1 videctina 10%* ail G GIV
3.5%* 3.15%**
Zero 168,39 183,08 171,39 175,15 - - -

1 46,33 38,76 50,90 31,88 23,0 0,00 33,85
2 129,04 64,66 63,98 71,60 53,9 51,29 46,65
3 145,87 55,46 40,39 48,36 65,0 72,79 68,13
4 96,75 26,70 20,74 14,49 74,6 78,94 85,60
5 76,72 9,46 10,73 10,72 88,6 86,26 86,57
6 83,34 5,21 6,36 5,43 94,2 92,50 93,74
7 98,15 6,25 10,58 4,90 94,1 89,41 95,20
8 166,99 5,32 10,32 5,95 97,0 93,93 96,58
9 118,70 5,90 8,24 5,27 95,4 93,18 95,74
10 95,92 2,49 6,29 3,34 97,6 93,55 96,65
1 94,00 2,19 6,99 3,61 97,8 92,69 96,31
12 103,05 3,85 13,40 3,00 96,5 87,22 97,20
13 118,44 2,56 4,57 2,20 98,0 96,21 98,21
14 115,73 2,04 8,44 5,90 98,3 92,83 95,10
15 123,50 2,55 18,73 6,46 98,1 85,10 94,97
16 75,75 4,26 14,51 3,65 94,8 81,18 95,37
17 103,45 4,24 19,95 7,57 96,2 81,05 92,96
18 99,85 2,32 10,14 4,06 97,8 90,02 96,09
19 41,88 1,89 7,93 2,80 95,8 81,39 93,57
20 38,82 2,89 8,96 5,60 93,1 77,32 86,14
21 38,39 2,07 9,13 5,39 95,0 76,64 86,51
22 53,00 2,39 4,44 6,06 95,8 91,77 89,01
23 63,84 1,71 6,07 3,22 97,5 90,66 95,15
24 57,14 3,43 11,13 4,69 94,4 80,86 92,11
25 31,16 2,06 4,04 1,37 93,9 87,27 95,78
26 29,20 1,92 3,09 0,98 93,9 89,59 96,78
27 25,71 1,08 6,06 2,65 96,1 76,82 90,10
28 23,92 1,45 5,64 2,20 94,4 76,85 91,15
29 28,85 2,05 6,04 0,74 93,4 79,43 97,53
30 28,30 0,65 7,23 0,96 97,9 74,89 96,75
31 29,13 2,60 7,40 1,12 91,8 75,05 96,31
32 20,92 1,22 6,20 1,22 94,6 70,88 94,39
33 36,11 2,02 3,96 1,09 94,8 89,23 97,10
34 46,73 1,04 4,64 1,69 97,9 90,24 96,52
35 33,42 0,91 4,59 0,47 97,5 86,50 98,65
36 68,41 2,34 10,79 3,08 96,8 84,50 95,67
37 61,50 1,30 13,97 3,90 98,0 77,68 93,91
38 51,46 2,03 9,81 2,26 96,3 81,27 95,78
39 34,15 2,73 13,70 3,86 92,6 60,58 89,13
40 19,55 1,08 10,26 3,19 94,9 48,43 84,31
1 37,68 2,26 13,51 5,97 94,4 64,77 84,77
42 41,43 4,06 12,65 5,57 90,9 70,00 87,07
43 34,84 6,84 28,59 7,64 81,9 19,38 78,92
44 36,06 7,69 19,94 9,99 80,3 45,68 73,38
45 37,69 13,01 32,12 18,65 68,2 16,28 52,42
46 53,04 13,88 29,59 14,60 75,9 45,18 73,53
47 47,88 14,35 43,99 11,40 72,4 9,72 77,11
48 51,25 12,57 44,81 17,53 77,4 14,10 67,12

MEDIA GEOMETRICA=antilog[1/n & log(x+1)]-1
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Estatisticamente, as quantificacdes de teledginas desprendidas dos
grupos tratados com doramectina 3,5% e moxidectina 10% né&o diferiram entre si
(P>0,05), ao longo de todo o experimento. Estas duas formulagdes e a
ivermectina 3,15% diferiram do grupo controle (P<0,05) em 44, 45 e 34 datas,
respectivamente. As contagens de fémeas de carrapatos desprendidas do grupo
medicado com ivermectina 3,15% (Tabela 10) foram estatisticamente superiores
as mensuradas nos grupos que receberam doramectina 3,5% (27 datas) e
moxidectina 10% (16 datas experimentais).
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Tabela 10. Analise estatistica das contagens de teledginas desprendidas de bovinos,
experimentalmente infestados por R. (B) microplus, pertencentes aos
grupos controle e tratados. CPPAR/FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, Brasil.

D|’as Tratamentos / Médias' de teleéginas desprendidas
pos-

tratamen Gl: Gil: Glil: GIV:
to Controle Doramectina 3,5%" Ivermectina Moxidectina 10%**
0 22289 " 2,2650 " 22365 22459 A

1,6751 1,5994 *# 1,7152 A 1,5169

2 21141 *# 1,8173 * 1,8128 * 1,8609
3 2,1669 * 1,7517 7° 1,6169 ° 1,6934 B
4 1,9901 A 1,4425 ° 1,3373 ° 1,1900 ©
5 1,8905 * 1,0194 ° 1,0691 ° 1,0688 °
6 1,9260 * 0,7934 ° 0,8668 ° 0,8081 ®
7 1,9963 ° 0,8603 ° 1,0637 ° 0,7710 ®
8 22253 A 0,8008 ° 1,0537 ° 0,8417 B
9 2,0781 A 0,8387 ° 0,9658 ° 0,7969 B
10 1,9864 * 0,5422 ° 0,8629 ° 0,6379 ®
11 1,9777 * 0,5039 ° 0,9028 ° 0,6637 °
12 2,0172 A 0,6854 © 1,1585 ° 0,6018 ©
13 2,0772 * 0,5512 ° 0,7461 ° 0,5056 °
14 2,0672 * 0,4831 °© 0,9752 ° 0,8389 ¢
15 2,0952 * 0,5507 °© 1,2952 ° 0,8729 °¢
16 1,8851 * 0,7208 ° 1,1905 ° 0,6672 ©
17 2,0189 * 0,7195 °© 1,3212 ° 0,9332 ¢
18 2,0037 * 0,5217 © 1,0469 ° 0,7042 ©¢
19 1,6323 * 0,4612 °© 0,9510 ° 0,5801 ©¢
20 1,6001 * 0,5898 ° 0,9982 ° 0,8193 °¢
21 1,5954 A 0,4874 © 1,0056 ° 0,8052 B¢
22 1,7324 * 0,5303 ° 0,7354 ° 0,8486 °
23 1,8118 * 0,4337 ° 0,8493 ° 0,6256 °¢
24 1,7645 A 0,6464 © 1,0839 ° 0,7551 B¢
25 1,5073 0,4853 ° 0,7021 ° 0,3743 B
26 1,4800 * 0,4659 ° 06121 ° 0,2964 °
27 1,4266 * 03172 °© 0,8491 ° 0,5619 ¢
28 1,3966 * 0,3891 © 0,8220 ° 0,5056 °¢
29 1,4749 * 0,4838 °¢ 0,8475 ° 0,2412 ©
30 1,4668 * 0,2168 ° 0,9155 ° 0,2914 ©
31 1,4791 A 0,5557 °¢ 0,9242 °® 0,3257 ©
32 1,3408 * 0,3464 ° 0,8573 * 0,3464 °
33 1,5695 * 0,4800 °¢ 0,6955 ° 0,3201 ©
34 1,6788 * 0,3096 ° 0,7513 ° 0,4298 ¢
35 1,5369 * 0,2802 ° 0,7476 ° 0,1667 ©
36 1,8414 * 0,5244 © 1,0716 ° 0,6106 °
37 1,7959 A 0,3626 © 1,1753 ° 0,6901 ©
38 1,7198 A 0,4820 ° 1,0338 * 0,5132 ®
39 1,5459 * 0,5716 ° 1,1673 * 0,6868 ©
40 1,3127 * 0,3172 ° 1,0515 * 0,6222 °
41 1,5875 * 05132 © 1,1617 *° 0,8432 ¢
42 1,6277 ° 0,7042 © 1,1351 78 0,8176 B¢
43 1,5544 * 0,8945 ° 1,4712 A 0,9365 B
44 1,5689 A 0,9391 ° 1,3209 "¢ 1,0408 B
45 1,5876 ° 1,1464 * 1,5201 A 1,2934 A
46 1,7327 A 1,1726 ° 1,4856 *° 1,1932 B
47 1,6891 A 1,1862 ° 1,6532 A 1,0934 B
48 1,7181 A 1,1325 ° 1,6610 * 1,2678 B

"Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si (P=0,05)
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Os efeitos deletérios da doramectina 3,5%sobre os parametros

reprodutivos de fémeas de R. (B.) microplus desprendidas (peso das fémeas e

da massa de ovos, % de reducdo de ovipostura, % de eclodibilidade e % de

reducdo de eclodibilidade) foram significativamente (P<0,05) superiores aos da

ivermectina 3,15%. A doramectina 3,5% e a moxidectina 10%, nao diferiram

estatisticamente (P>0,05), quanto aos efeitos ocasionados na performance

reprodutiva de R. (B.) microplus (Tabela 11).

Tabela 11. Resultados das comparacdées multiplas referentes aos parametros

reprodutivos de fémeas de Rhipicephalus (boophilus) microplus,

desprendidas, durante 48 dias, dos grupos controle e tratados.

CPPAR/FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, Brasil.

Grupos Experimentais’ Teste F
Parametro Gl: Gll: Gll: GIV: Probabilidade
(Reprodutivo) Controle Doramectina Ivermectina Moxidectina Valor de
3,5%* 3,15%** 10%** significancia
Ne. Teledginas 9,87" 9,63" 9,94" 9,79" 0,61 0,6067
Peso das fémeas A c B c
3,41 1,61 2,13 1,79B 65,73 <0,0001
(9)
Peso da massa de A c B c
1,46 0,51 0,76 0,59B 52,16 <0,0001
ovos (g)
% eclodibilidade ~ 94,48" 78,15° 87,21A° 78,60B° 10,43 <0,0001
% Redugéo A B A
o 61,77 47,24 60,54 5,32 0,0059
Oviposicao
% Reducéo
¢ 18 46° 1718 3,78 0,0253
Eclodibilidade
Eficiéncia 799651, B B 5 <0,0001
. A 516491,55 630510,85~ 517784,42 11,25
reprodutiva 45

"Médias seguidas pela mesma letra, na linha, no diferem entre si pelo Teste Tukey (P=0,05).
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Figura 2 Percentuais de eficacia de trés formulagdes utilizadas no tratamento de bovinos
experimentalmente infestados por Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Médias
geométricas. CPPAR/FCAV/UNESP.

4.3 Experimento Ill: Acao anti-ixodidica em bovinos naturalmente
infestados por Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Analisando-se a Tabela 12 pode-se afirmar que os bovinos do grupo nao
tratado (controle) apresentaram, durante todo o periodo experimental, elevada
infestagdo por R. (B.) microplus. Tal fato demonstra que ambas as formulagdes
de doramectina (1% e 3,5%) estavam sendo permanentemente desafiadas,
quanto a infestacao pelo carrapato.

Ainda pela Tabela 12, verifica-se que ja no 3° dia pés-tratamento (DPT)
houve uma redugédo acentuada do numero de fémeas de R. (B.) microplus nos
grupos tratados com doramectina 1% e 3,5%, em relagcdo ao grupo controle. A
nova formulacdo contendo doramectina 3,5% atingiu um percentual de eficacia
de 96,35% no 7° DPT, alcancando 100% do 28° ao 42° DPT (médias
geomeétricas). No 49° DPT o indice de eficacia foi de 94,17%. A partir desta data,
0s percentuais decresceram para 88,03%, 62,69% e 36,21% nos dias 56, 63 e
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70 poés-tratamento (Ultima data experimental), respectivamente. A doramectina
1% atingiu indices de eficacia superiores a 95% do 14°ao 28° DPT. No 359, 42°
e 49° DPT (ultima data de observacéao), estes valores foram de 86,07%, 74,84%

e 60,62%, respectivamente (Tabela 12 e Figura 3).

Tabela 12. Médias das contagens de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus (entre 4,5 e 8,0 mm) presentes em bovinos dos grupos

controle e tratados; percentuais de eficacia. Médias geométricas.

Aguas da Prata - SP, Brasil.

Grupos experimentais/Médias de

partendginas

Dias pos- Percentuais de
tratamento Gl: Gll: Glil: eficacia
Controle Doramectina Doramectina
1% 3,5%
0 31,96 32,21 32,85
3 38,06 9,25 8,17 75,88 79,12
7 52,01 6,42 1,95 87,75 96,35
14 53,85 1,12 0,64 97,94 98,84
21 54,61 1,19 0,41 97,84 99,27
28 50,55 0,87 0,00 98,29 100,00
35 33,04 4,64 0,00 86,07 100,00
42 33,01 8,37 0,00 74,84 100,00
49 32,55 12,92 1,95 60,62 94,17
56 33,73 - 4,15 - 88,03
63 40,73 - 15,62 - 62,69
70 42,20 - 27,67 - 36,21

zero = média das contagens dos dias -3, -2 e -1.

Os grupos controle e

tratado com doramectina 3,5%

diferiram

estatisticamente (P<0,05), quanto ao numero de partenéginas de R. (B.)

microplus, do 3° ao 63° DPT. Fato semelhante ocorreu com 0s animais do grupo

tratado com doramectina 1%, que apresentaram numeros de partendginas

estatisticamente inferiores (P<0,05) do 3° ao 49° DPT, comparativamente aos

bovinos do grupo controle (Tabela 13). Do 28° até o 49° DPT, os numeros de
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partenéginas presentes no grupo tratado com doramectina 3,5% foram
significativamente inferiores (P<0,05), aos registrados no grupo medicado com
doramectina 1% (Tabela 13).

Tabela 13. Resultados da analise estatistica referente as contagens de fémeas
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus dos grupos controle e
tratados. Agua da Prata-SP, Brasil.

Grupos experimentais/Médias de partendginas

Dias pos- Gl- Gli: Glil:
tratamento . Doramectina Doramectina
Controle B h
1% 3,5%
0 1,520 A 1,521 A 1,530 A
3 1,590 A 1,011 B 0,962 B
7 1,720 A 0,870 B 0,470 c
14 1,740 A 0,326 B 0,215 B
21 1,750 A 0,340 B 0,149 B
28 1,710 A 0,272 B 0,000 c
35 1,530 A 0,751 B 0,000 c
42 1,530 A 0,972 B 0,000 c
49 1,530 A 1.144 B 0,470 c
56 1,540 A - 0,712 B
63 1,620 A - 1,221 B
70 1,640 A - 1,457 A

Médias'[1/n & log(x+1)]-1: seguidas pela mesma letra maitiscula na linha nao diferem entre
si (P=0,05).

Mediante os resultados obtidos neste ensaio, pode-se inferir que as duas
formulacées de doramectina (1% e 3,5%) utilizadas foram altamente eficazes
contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus, parasitando bovinos naturalmente
infestados. Vale frisar, entretanto, que a nova formulacdo contendo doramectina
3,5%, pelo modelo experimental utilizado, apresentou eficacia residual superior a
doramectina 1% (Figura 3).
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contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus, parasitando bovinos naturalmente

infestados. Médias geométricas. Aguas da Prata-SP, Brasil.

4.4 Experimento IV: Atividade anti-helmintica de uma nova formulacao
contendo doramectina 3,5% no tratamento de bovinos naturalmente

infectados por nematédeos gastrintestinais

Os resultados necroscoépicos revelaram a presenca de seis géneros e 10
espécies de helmintos, com as seguintes médias aritméticas, referentes a
intensidade de infeccdo (ordem decrescente): Cooperia punctata (3467,50);
Trichostrongylus axei (1654,83); Haemonchus placei (287,50);
Oesophagostomum radiatum (170,50); Trichuris discolor (116,67), C. mcmasteri
(108,17), Bunostomum phlebotomum (46,50); C. spatulata (41,00), T.
colubriformis (16,83) e H. similis (16,67).

Aplicando-se a férmula recomendada pela Portaria 48 (Brasil, 1997), a

nova formulagdo contendo doramectina 3,5% alcangou valores maximos de
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eficacia (100,0%) contra nove espécies das 10 diagnosticadas. Entretanto, em
relagdo a T. colubriformis, C. spatulata, C. mcmasterie e Trichuris discolor, o
baixo parasitismo por estas espécies no grupo controle (Tabela 14) interferiu na
analise estatistica e consequentemente, impossibilitou inferir sobre a eficacia do

novo composto avaliado contra as referidas espécies.
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Figura 4. Percentuais de eficacia da doramectina3,5% contra helmintos parasitos de bovinos,
naturalmente infectados. Médias Aritméticas. CPPAR/FCAV/UNESP, Jaboticabal -

SP, Brasil.
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Tabela 14. Resultados da andlise estatistica referentes as contagens de espécies

de helmintos recuperados de bovinos necropsiados pertencentes aos

grupos controle e tratado com doramectina 3,5%; percentuais de
eficacia. CPPAR/ FCAV/ UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil.

Tratamentos/Médiasl=[Elog(x+1)/]

Percentuais de

eficacia (%)

Espécies de GI: GIL: GIIL:
helmintos Controle Doramectina Doramectina
3,5% 3,5%
Haemonchu splacei 4,6791" 0,000° 100,00
Haemonchus similis 2,3977% 0,000® 100,00
Cooperia punctata 6,7726A 0,000B 100,00
Cooperia spatulata 0,91824 0,000* 100,00
Cooperia mcmasteri 1,9247 A 0,000A 100,00
Trichostrongylu saxei 5,8093" 0,000° 100,00
Trichostrongylu 1,8897% 0,000* 100,00
scolubriformis
Oesophagostomum 3,9033% 0,000" 100,00
radiatum
Trichuri sdiscolor 1,91484 1,1989% 95,71
Bunostomum 3,6108" 0,000® 100,00
phebotomum

Médias seguidas pela mesma letra, na linha néo diferem entre si (P>0,05).

O numero de helmintos presentes nos bovinos

tratados diferiu

estatisticamente (P<0,05), daquele observado no grupo controle, no que

concerne as seguintes espécies: Haemonchus placei, H. similis, Cooperia

punctata, Trichostrongylus axei, Oesophagostomum radiatum e Bunostomum

phlebotomum (Tabela 14).
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5 DISCUSSAO

Experimento I: Farmacocinética

Compostos altamente lipofilicos, como as avermectinas, possuem nao
somente uma tendéncia a apresentar propriedades farmacocinéticas adequadas
para a eliminagdo dos parasitos nos tecidos onde estes se encontram, como
também sdo capazes de penetrar na cuticula dos mesmos em maior quantidade
em comparacao a farmacos menos lipofilicos. Esta caracteristica favorece a sua
permanéncia em niveis plasmaticos terapéuticos superiores a concentracao
inibitéria minima (CIM) por longo periodo, além de promover uma eliminagao
lenta, levando a um aumento no tempo de contato com parasito. Estes fatores
sao fundamentais para a obtencdo de uma boa eficacia terapéutica endectocida
(LANUSSE & PRICHARD, 1993). A nova formulagédo avaliada preenche estes
requisitos. A doramectina é um composto altamente lipofilico, com tendéncia a
apresentar um perfil de eliminagéo lento (Zulalianet al., 1994). Somando-se as
suas caracteristicas fisico-quimicas, a composicao oleosa da formulacido em
estudo contribui para prolongar o tempo de eliminacdo do farmaco. Lifschitz et
al., (2000) demonstraram que a quantidade de doramectina acumulada nos
tecidos alvo (mucosa gastrintestinal, pulmbdes e pele) foi superior aquela
detectada no plasma, variando a razao AUCtecido alvo / AUCplasma entre 1,2 e
2,47. Estes dados permitem inferir que a doramectina acumula-se
preferencialmente nos tecidos alvo, de modo a permitir uma acao deste farmaco
por um periodo superior aquele em que torna-se detectado na corrente
circulatoria.

De acordo com LANUSSE & PRICHARD (1993), o veiculo no qual se
encontram as avermectinas exerce uma elevada influéncia nas suas
propriedades farmacocinéticas. Pequenas alteragdes na formulacdo e,
consequentemente, nos parametros farmacocinéticos, podem atuar
significativamente na eficacia do medicamento frente a endo e ectoparasitos.
Sendo assim, é de fundamental importdncia conhecer as propriedades
farmacocinéticas de uma formulacdo endectocida para que se possa maximizar

sua eficacia.
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Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que as vias de
administracao avaliadas (subcutanea e intramuscular) para a nova formulagéao
(doramectina 3,5%) nao interferiram significativamente (P>0,05) nos valores de
Cmax, Tmax, AUC(0-t), AUC(t-=), AUC(0-~) e MRT. Embora ndo tenha sido
detectada diferenca significativa (P>0,05) em Tmax, relacionado as duas vias, o
valor foi atingido mais rapidamente via intramuscular, 0 que pode notabilizar a
diferencas na eficacia do farmaco em fungao desta via.

Considerando os valores de médias de T1/2 obtidos para machos e
fémeas, verificou-se um aumento significativo (P<0,05) destes valores nos
animais tratados via subcutanea. Entretanto, quando observado o sexo dos
bovinos, a superioridade por esta via foi observada apenas nos machos.
Considerando que AUC(0-«~) mede a quantidade total de farmaco absorvida, foi
possivel inferir que a via de administracdo nao interferiu significativamente
(P>0,05) no periodo de absor¢ao de doramectina.

Entretanto, quando avaliado isoladamente, cada individuo, dentro dos
sexos, foi possivel observar que nos machos tratados via subcuténea, a
quantidade de doramectina absorvida foi estatisticamente superior (P<0,05),

quando comparados com os medicados via intramuscular.

Experimento |l: Eficacia terapéutica e acao residual contra
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, parasitando bovinos
experimentalmente infestados (teste de estabulo)

As lactonas macrociclicas constituem um grupo de moléculas importantes
para o controle de parasitos internos e externos dos animais domésticos e
tiveram seu uso estendido para o controle de carrapatos nos ultimos anos devido
ao desenvolvimento de resisténcia as outras classes acaricidas disponiveis.
(MARTINS & FURLONG, 2001)

Resultados diferenciados foram observados por varios autores em
estudos com lactonas macrociclicas em concentragdes diversas. Gonzales et al.,
(1993) observaram satisfatéria efetividade da doramectina a partir do 3°DPT,
inclusive com reducgéo da oviposicao. Percentuais de eficacia superiores a 90%
(médias geométricas) foram registrados no presente estudo com a doramectina
3,5%, a partir do 6° DPT, assemelhando-se ao observado por Muniz et al.,
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(1995) que detectaram 91,1%de eficacia, a partir do 8° DPT, utilizando a
doramectina 1%. Importante levar em consideracdo a cronologia dos resultados
obtidos pelos autores supracitados, comparativamente aos diagnosticados na
presente pesquisa.

Efeitos residuais da doramectina 1% (Leite et al., 1995) e da moxidectina
1%, (Aguilar-Tipacamu & Vivas-Rodriguez, 2003), contra R. (B.) microplus foram
observados até o 28° DPT, ocasido em que estas formulacbes apresentaram
percentuais de eficacia de 99,8% e 95,1%, respectivamente.Utilizando 56
propriedades, de varios municipios, Caproni et al., (1998) compararam a
ivermectina 1% a doramectina 1%, injetaveis. Pelas contagens de fémeas
ingurgitadas, mensuradas nos dias zero, 12° e 28° DPT, verificaram que a
eficAcia da doramectina 1% foi superior em 54, das 56 propriedades estudadas,
alcancando eficacia média mais elevada no 12° DPT (94%) Comparando quatro
endetocidas no controle do carrapato, Alves-Branco et al., (1999) observaram
que a doramectina 1% atingiu eficacia maxima (99,9%) no 28° DPT,
apresentando acado acaricida superior as demais avermectinas avaliadas.Nas
investigagcbes de Pereira (2009) foi constatada uma maior eficacia da
doramectina 1% (>90%) no7° e 28° DPT, em bovinos artificialmente infestados
com 4000 larvas semanais (-21 a + 14). Relatou, ainda, que a doramectina 1%
reduziua ovipostura em 83,51%, indice superior aos da ivermectina 1% e da
abamectina 1%.

Conduzindo dois estudos na regidao sul do Brasil, Gonzales & Muniz
(1993) analisaram a eficacia terapéutica e a persisténcia da doramectina 1%
contra infestacdes artificiais, em bovinos, com 2.500 larvas de R. (B.) microplus.
A eficacia terapéutica foi de 51% no primeiro dia pés-tratamento, 96% no 3° DPT
e 99% no 4% 7°DPT.

Os resultados ixodoldgicos obtidos com a realizacdo deste teste de
estabulo, possibilitam afirmar que a nova formulacdo (doramectina 3,5%) nao
diferiu  estatisticamente (P>0,05) da moxidectina 10%, porém, foi
significativamente (P<0,05) superior a ivermectina 3,15%, no controle de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, parasitando bovinos experimentalmente
infestados.
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Experimento lll: Acao anti-ixodidica em bovinos naturalmente infestados
por Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Os resultados obtidos neste estudo assemelham-se aos encontrados por
Gonzales et al., (1993) e Leite et al., (1995) que comprovaram uma elevada
efichAcia da doramectina 1% contra R. (B.) microplus parasitando bovinos
naturalmente infestados.

Comparando trés avermectinas (abamectina, doramectina e ivermectina)
no controle do carrapato (infestacdo natural), PEREIRA (2009) observou que os
melhores resultados foram observados no grupo tratado com doramectina 1%,
tanto em relacdo a reducao das contagens de fémeas (média de 85,92% entre o
32 e 28° DPT) como também na reducéo da oviposicdo em laboratério (média de
83,51%). Resultados semelhantes foram diagnosticados no presente estudo, em
que as duas formulagdes utilizadas de doramectina (1% e 3,5%) foram eficazes
no tratamento de bovinos naturalmente infestados com Rhipicephalus
(Boophilus) microplus.

Os resultados encontrados neste trabalho com doramectina 3,5%
corroboram com os encontrados por Oliveira, et al., (2006) em que os derivados
da lactonas macrociclicas tiveram atuacao em partendginas, a partir do terceiro
dia pés tratamento, mantendo infestacoes de estadios inferiores durante todo
periodo experimental.

Varios autores estudaram a eficiéncia das lactonas macrociclicas contra
R. (B.) microplus. MARQUES et al. (1995) utilizando ivermectina 1%, solugao
injetavel, em bovinos naturalmente infestados, registraram eficicia ao redor de
99% até o 28° DPT.Decorridos aproximadamente 15 anos e considerando os
resultados deste trabalho envolvendo nova formulacdo contendo doramectina
3,5% verifica-se um percentual de eficacia de 96,35% no 7° DPT, alcangando
100% do 28°ao 42° DPT (médias geométricas), o que comprova a superioridade
terapéutica da nova concentragao.

Os grupos controle e tratado como novo farmaco diferiram
estatisticamente (P<0,05), quanto ao numero de partendginas do 3¢ ao 63° DPT.
As quantificacbées de partendginas no grupo tratado foi significativamente inferior
as do grupo controle, praticamente ao longo de todo periodo pés-tratamento.
Fato semelhante ocorreu com os animais do grupo tratado com doramectina 1%
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que apresentaram numeros de partenéginas estatisticamente inferiores (P<0,05),
aos do controle, até o 49°DPT. Portanto, a atividade anti-ixodidica da
doramectina utilizada (3,5%) persistiu pelo menos por mais de duas semanas,
quando comparada a doramectina 1%.

Experimento IV: Atividade anti-helmintica em bovinos naturalmente
infectados por nematédeos gastrintestinais

Os géneros Haemonchus, Cooperia, Trichostrongylus, Oesophagostomum
e Bunostomum encontrados nos bovinos deste estudo foram os mesmos
identificados por Conder et al., (1998) e Molento et al., (1999), que avaliaram a
doramectina 1%, em bovinos natural e experimentalmente infectados.Em relacéo
a T. colubriformis, C. spatulata, C. mcmasterie Trichuris discolor, o baixo
parasitismo diagnosticado no grupo controle interferiu na andlise estatistica,
impossibilitando, assim, inferir sobre a eficicia do composto avaliado contra
estas quatro espécies de helmintos.

O percentual de cada espécie de nematédeos gastrintestinais na carga
parasitaria total de bovinos pode variar conforme a regido climatica, mas, de
maneira geral, os seguintes dados sdo observados para a regido Sudeste:
Cooperia spp = 77,91%, Haemonchus spp = 18,50%, Oesophagostomum
radiatum = 2,01% e Trichostrongylus spp = 1,13%. Tais resultados podem ser
extrapolados para quase todo o territério brasileiro, exceto a Regidao Sul, onde ha
importante presenca de Ostertagia spp. Os parasitos dos géneros Cooperia e
Haemonchus representam mais de 95% da carga parasitaria total em bovinos e
o surgimento de populacées destes parasitos resistentes aos anti-helminticos
podem se tornar um grave problema sanitario na pecuaria bovina (COSTA &
BORGES, 2010)

A nova formulacdo (doramectina 3,5%) alcangou eficacia elevada contra
as duas espécies de helmintos (C. punctata e H. placei) mais importantes no
Brasil. Willians et al., (1997) ja haviam relatado superioridade da doramectina
1%, em relacao a ivermectina 1%, contra Cooperia spp e Haemonchus placei.

A eficacia de doramectina 1%, administrada na dose de 200 mg/kg peso
vivo, em bezerras da raca Nelore, foi de 100% contra adultos de Cooperia (C.

pectinata, C. punctata, C. spatulata), Dictyocaulus viviparus, Haemonchus (H.
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contortus, H. similis) e Oesophagostomum radiatum. Contra Trichostrongylus
axei e Trichuris discolor os percentuais de eficacia foram de 99,9% e de 92,3%,
respectivamente (BIANCHIN et al., 1993). Tais resultados corroboram com os
obtidos no presente estudo conduzido com doramectina de alta concentragéo
(3,5%).

Lopes et al., 2012 realizaram um estudo em que foram avaliadas as
formulagbes contendo doramectina 3,5% e ivermectina 3,15% em bovinos
experimentalmente infectados por nematdédeos. A formulacdo contendo
doramectina 3,5% alcancgou eficacia persistente contra H. placei e C. punctata
por 49 e 35 dias, respectivamente. A eficacia residual da ivermectina 3,15%
contra o H. placei foi de 49 dias. Este tratamento, entretanto, foi ineficaz contra
C. punctata. Ambas as formulacdes protegeram os bovinos contra T. axei por 49
dias. Os efeitos residuais da doramectina e da ivermectina persistiram por 49 e
42 dias contra O. radiatum, respectivamente.

Os guias internacionais existentes para avaliacao de anti-helminticos em
ruminantes, WAAVP (WOOD et al., 1995) e VICH (VERCRUYSSE et al.,
2001),exigem que haja ndo apenas eficacia acima de 90% contra determinada
espécie de nematédeo, mas, também, diferenca estatistica (P<0,05) entre os
grupos tratado e controle. Em concordancia com estes conceitos, a nova
formulacdo contendo doramectina 3,5% reduziu (P<0,05) a intensidade
parasitaria da maioria das espécies de nematddeos identificados neste
experimento.

Exceto o estudo de Lopes et al., 2012, nenhum outro foi encontrado, na
literatura consultada, sobre a eficacia endectocida das formulacdes contendo
doramectina (1% e 3,5%) nos Uultimos anos. Tal fato impossibilitou uma
discussdao mais profunda dos resultados obtidos nos quatro experimentos

conduzidos.
6  CONCLUSAO
A nova formulagdo avaliada contendo doramectina 3,5%, na dose de

700mg/kg, foi eficaz contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus e contra

nematdédeos gastrintestinais. Os resultados de todos os quatro experimentos,

45



incluindo os parametros farmacocinéticos obtidos, possibilitam recomendar a

nova formulagdo como endectocida para bovinos.
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