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RESUMO

O uso de antiparasitarios ao longo dos anos vem contribuindo de forma significativa para o
aumento da produtividade na bovinocultura. Especificamente as lactonas macrociclicas, com destaque
para a doramectina, possuem grande importancia nesse contexto por apresentarem baixa toxicidade,
amplo espectro de acdo e atividade bioldgica em pequenas concentracdes. Contudo novos paradigmas
do uso dessa classe de medicamentos tém sido levantados para promover a sua utilizacéo de forma mais
racional, de modo a mitigar a selecdo de parasitos resistentes e minimizar eventuais impactos ambientais.
Preocupacbes se devem porque uma grande parte dos medicamentos ndo sdo completamente
metabolizados e a eliminacdo pode ocorrer como farmaco inalterado e/ou metabolitos bioativos apds o
tratamento dos animais, consequentemente, a liberagdo do medicamento no meio ambiente pode ter um
potencial impacto no equilibrio do ecossistema sobre organismos vivos de forma negativa e a selecéo
de individuos resistentes. Em busca de solugdes, a modelagem farmacocinética/farmacodindmica
(PK/PD) é o passo inicial na abordagem para a otimizacao dos regimes de dosagem, procurando obter
0 maximo desempenho dos medicamentos, desse modo, além de promover uma maior eficécia, seré
capaz de diminuir o numero de residuos enviados ao meio ambiente e a selecdo de organismos
resistentes. O modelo PK/PD foi preparado utilizando os parametros obtidos a partir do modelo PK e os
dados médios de eficacia da doramectina 3,5% contra Rhipicephalus microplus em bovinos
experimentalmente infectados do trabalho realizado por Righi (2013) utilizando o software Monolix
2020R1 da Lixoft®. A partir do modelo PK/PD foram simuladas as eficacias contra carrapatos apos
administracdo de 350, 700 e 1050 ug/Kg de doramectina 3,5 % (via subcutanea), ao longo de 90 dias. O
modelo PK estrutural de doramectina, administrada em bovinos pela via subcuténea estabelecido foi de
via oral/extravascular, com compartimentos de transito, de absorcdo de primeira ordem, de distribuicéo
de dois compartimentos, e cinética de eliminacdo linear. O modelo permitiu predizer os valores de
doramectina plasmatica em bovinos de forma adequada, apresentando uma apropriada correlagao entre
o0s valores observados e preditos, no qual foi mostrando uma dispersdo homogénea a respeito da linha
de valores preditos, dentro do intervalo de 90%. As linhas dos valores observados dos percentis 5 e da
mediana se encontraram dentro de seus respectivos intervalos de confianca 95% preditos (area
sombreada). Por sua vez, foi observado que o modelo subestima a concentragdo méaxima (Cmax) dos
valores observados no percentil de 95, porém essa concentra¢cdo maxima nao teria impacto na eficécia
do farmaco. O modelo farmacocinético proposto por este trabalho cumpriu com os requisitos e
demonstrou ser uma ferramenta promissora, portanto o modelo conseguiu predizer de maneira adequada
as doses da doramectina a 3,5% em bovinos. Dessa forma, estudos como este podem trazer beneficios
para ajustes e otimizagdes de doses. Além disso, podemos considerar o desenvolvimento de métodos
gue ndo utilizam animais como legitimamente éticos, reduzindo custos e prezando o bem-estar animal.

Palavras-chave: Farmacometria, Terapéutica de precisdo, Carrapato, Lactonas Macrociclicas



ABSTRACT

The use of antiparasitic agents over the years has contributed significantly to the increase
productivity in cattle farming. Specifically, the macrocyclic lactones, especially doramectin,
have great importance in this context because they have low toxicity, broad spectrum of action,
and biological activity in small concentrations. However, new paradigms for the use of this
class of drugs have been raised to promote their use in a more rational way, in order to mitigate
the selection of resistant parasites and minimize eventual environmental impacts. Concerns are
due because a large proportion of the drugs are not completely metabolized and elimination
may occur as unchanged drug and/or bioactive metabolites after treatment of the animals,
consequently, the release of the drug into the environment may have a potential impact on the
ecosystem balance of living organisms in a negative way and the selection of resistant
individuals. In search of solutions, pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) modeling is
the initial step in the approach for the optimization of dosage regimens, seeking to obtain the
maximum performance of the drugs, thus, besides promoting greater efficacy, will be able to
decrease the number of residues sent to the environment and the selection of resistant
organisms. The PK/PD model was prepared using the parameters obtained from the PK model
and the average efficacy data of doramectin 3.5% against Rhipicephalus microplus in
experimentally infected cattle from the work done by Righi (2013) using Lixoft® Monolix
2020R1 software. From the PK/PD model, the efficacies against ticks were simulated after
administration of 350, 700 and 1050 ug/Kg doramectin 3.5 % (subcutaneously) over 90 days.
The structural PK model of doramectin, administered to cattle by the subcutaneous route
established was oral/extravascular route, with transit compartments, first-order absorption, two-
compartment distribution, and linear elimination kinetics. The model predicted plasma
doramectin values in cattle in an appropriate manner, showing an adequate correlation between
observed and predicted values, with a homogeneous dispersion along the predicted value line
within 90%. The lines of the observed values of the 5th percentile and the median were within
their respective predicted 95% confidence intervals (shaded area). In turn, it was observed that
the model underestimates the maximum concentration (Cmax) of the observed 95th percentile
values, but this maximum concentration would not impact the efficacy of the medication. The
pharmacokinetic model proposed by this work met the requirements and proved to be a
promising tool, therefore the model was able to adequately predict the doses of doramectin
3.5% in cattles. This way, studies like this one can bring benefits for dose adjustments and
optimizations. In addition, we can consider the development of non-animal methods as
legitimately ethical, reducing costs and respecting animal welfare.

Keywords: Pharmacometry, Precision therapeutics, Tick, Macrocyclic lactones
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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO

A seguranca alimentar e nutricional € um desafio global e um pré-requisito para uma
vida saudavel. Atender as necessidades alimentares da crescente populacdo humana é um
grande desafio do nosso tempo frente aos recursos finitos do planeta. Assim, hd o consenso de
que a producdo de alimentos deve aumentar tanto qualitativa, quanto quantitativamente sem,

contudo, impactar negativamente o meio ambiente (DAVIS et al., 2016).

O Brasil é um dos principais paises produtores de carne bovina do mundo. Essa posicao
se reflete nos esforcos continuos de técnicos, pesquisadores e pecuaristas para aumentar a
produtividade e a qualidade do produto nacional. Contudo, atualmente, o aumento da
produtividade precisa ser sustentavel. Assim, cada vez mais as atividades produtivas devem
seguir preceitos ambientalmente corretos, socialmente justos e economicamente viaveis
(SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013; DICK; ABREU DA SILVA; DEWES, 2014;
CALVANO et al., 2019).

Se por um lado a producdo animal deve alinhar 0 aumento da demanda de proteina
animal e sustentabilidade, por outro 0 aumento da produtividade por unidade de area pode gerar
impactos ambientais negativos pela competicdo de recursos e maior producdo de dejetos. No
caso dos dejetos, esses podem conter residuos de medicamentos veterinarios utilizados para
controlar uma maior disseminacdo de patdgenos e parasitos promovidos pelo intimo contato
entre animais nos sistemas de producgéo intensivos, com isso podem se tornar danosos ao meio
ambiente (VAN BOECKEL et al., 2015).

De uma forma geral, os medicamentos veterinarios sdo utilizados tanto para a profilaxia,
quanto para o tratamento de infestacdes e enfermidades ja instaladas no animal. Dentre os
farmacos utilizados na bovinocultura, o grupo dos antiparasitarios representam 50% do
mercado de quimioterapicos veterinarios nacionais (SINDAN, 2020), com as avermectinas
sendo as moléculas mais utilizadas desse grupo. O extenso uso dessa classe de medicamentos
é explicado pela ampla distribuicdo e os grandes impactos negativos ocasionados por endo e
ectoparasitas. Deste modo, a pratica econdmica da bovinocultura se torna inviavel sem um

tratamento sistematico aos seus principais parasitos (CALVANO et al., 2021).

Apesar dos beneficios, os antiparasitarios sdo um grupo potencial de contaminantes

quimicos, porque sdo desenvolvidos para apresentar efeitos biologicos em baixas
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concentragdes. Em parte, preocupaces com contaminagdes se devem porque uma fracdo dos
medicamentos aplicados nos animais séo eliminados como farmaco inalterado e/ou metabolitos
bioativos. Por consequéncia, a liberagdo do medicamento no meio ambiente pode ter um
potencial impacto prejudicial no equilibrio do ecossistema sobre organismos e a selecdo de
individuos resistentes (BARTIKOVA; PODLIPNA; SKALOVA, 2016; KLATTE;
SCHAEFER; HEMPEL, 2016). Tal condicdo é de grande importancia para as lactonas
macrociclicas as quais em sua grande maioria, sdo excretadas nas fezes em sua forma ativa
(BAIl; OGBOURNE, 2016).

Em busca de solugdes, a modelagem farmacocinética/farmacodindmica (PK/PD) é o
passo inicial na abordagem para a otimizacdo dos regimes de dosagem, procurando obter o
méaximo desempenho dos medicamentos, desse modo, além de predizer uma maior eficacia,
sera capaz de diminuir o numero de residuos enviados ao meio ambiente e a selecdo de
organismos resistentes (TOUTAIN et al., 2021). Dentro desse contexto, a presente dissertacdo
abordara técnicas de modelagem para contribuir no uso mais racional de formulacGes

farmacéuticas de doramectina na concentracdo de 3,5%.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Ectoparasitas

Responsaveis por colocar a vida em risco 80% do bovino em todo o mundo, as perdas
econbmicas estimadas causadas por carrapatos, no Brasil, que possui o maior rebanho comercial
do mundo, giram em torno de US$ 3,24 bilhdes por ano, tornando-se o ectoparasita com maior
impacto econdmico na pecudria brasileira (BEYS-DA-SILVA et al., 2020). Além da parte
econdmica, estima-se que 22% das infec¢bes que surgiram entre 1940 e 2004 no mundo, foram
ocasionadas por patdgenos transportados por esses vetores, trazendo implicagfes para a saude
publica e veterinaria (JONES et al., 2008).

As consequéncias negativas dos carrapatos na producédo de bovinos devem-se aos efeitos
diretos de sua alimentacdo (hematofagia), causando perda de peso, danos do couro e estresse,
além de efeitos indiretos, como a transmissdo de patdgenos. Desses patdgenos, a transmissdo
doengas como a anaplasmose e a babesiose podem causar grandes perdas de produgdo na
pecuaria, reduzindo assim a renda agricola, aumentando os custos para 0os consumidores
(TABOR etal., 2017). Ademais, os carrapatos podem ameacar o ecossistema do qual ndo fazem
parte originalmente, trazidos pelo comércio entre regides e/ou mercados mundiais (PFAFFLE
etal., 2013; DANTAS-TORRES, 2015).

Uma das espécies de carrapatos de maior interesse na bovinocultura pertence ao género
Rhipicephalus. De acordo com Madder (2007) em 2005, o ixodideo Rhipicephalus microplus,
foi introduzido na Costa do Marfim e no Benim através da importa¢do de bovinos do Brasil.
Desde sua introducdo na Africa Ocidental, tornou-se um grande problema nas fazendas
tradicionais porque suspeita-se que as populacdes de carrapatos introduzidas sejam resistentes
aos acaricidas, mesmo os de ultimas geracdes (DE MENEGHI; STACHURSKI; ADAKAL,
2016). Devido suas consequéncias negativas na bovinocultura, esse importante ixodideo sera
abordado com mais detalhes no topico a seguir.

2.1.1 Rhipicephalus microplus

Atualmente sdo descritas 75 espécies de carrapatos na fauna brasileira, compostos por
51 Ixodidae e 24 Argasidae (PACHECO et al., 2021). Dentre eles, o Rhipicephalus microplus
é considerado o mais importante ectoparasito dos animais domésticos, em especial para a

especie bovina (NICARETTA et al., 2021). Estima-se que a perda media de peso ocasionada
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por carrapatos chegue a 0,22 kg/carrapato/ano afetando tanto bovinos de corte quanto 0s
bovinos produtores de leite (HONER; GOMES, 1990).

Caracterizado como um ectoparasito hematdfago obrigatorio, essa espécie de carrapato
possui grande relevancia como vetor de doengas, dentre elas, a anaplasmose e a babesiose.
Além disso, devido a sua caracteristica de adaptabilidade e sobrevivéncia, sdo amplamente
distribuidos em varios locais, gerando riscos a varios individuos. Tendo em vista sua grande
distribuicdo e possuindo uma capacidade de gerar efeito particularmente severo nos animais,

esses carrapatos sao uma preocupacéo por todo o mundo (WALTERO et al., 2019).

Rhipicephalus microplus (R. microplus) tem um ciclo de vida dividido em fase
parasitaria e ndo-parasitaria (vida livre), sendo essa espécie de carrapato (mondxeno) altamente
especifica na escolha de seu hospedeiro (CORDEIRO et al., 2018). A fase parasitaria tem
duracdo média de aproximadamente 23 dias, enquanto a fase ndo parasitaria representa mais de
80% do tempo de vida do carrapato e grande parte deste tempo ele estd a procura de um
hospedeiro. Os fatores ambientais como clima e vegetacdo tem grande influéncia nessa fase e
determinam o numero de geracbes anuais e a abundancia da populacdo de carrapatos
(MASTROPAOLUO etal., 2017; LEAL; THOMAS; DEARTH, 2018). Desta forma, mudancas
no clima global, com alteraces graduais do clima e dos ecossistemas, reforcam a necessidade
de novos estudos focados nos ciclos biologicos de parasitas economicamente importantes
(CRUZ et al., 2020).

2.2 Controle de carrapatos

Vaérias abordagens para o controle de carrapatos estdo em pratica em todo o mundo de
acordo com a legislacdo local, condi¢cdes ambientais, sele¢do baseada em precos e geografia
(TABOR et al.,, 2017). No entanto, esse controle baseia-se principalmente no uso de
antiparasitarios quimicos, desempenhado um papel fundamental para o desenvolvimento da
pecuaria. Parasiticidas de amplo espectro, desde a sua primeira formulacéo e comercializacao,
tem sido amplamente empregados em bovinos para controlar ou eliminar parasitas,

consequentemente se tornando uma grande vantagem para o produtor (MOREL et al., 2017).

Quando ectoparasiticidas sdo administrados corretamente (dosados e direcionados), eles
sdo eficazes e tm amplas margens de seguranca tanto para 0s animais quanto para as pessoas
que os aplicam. No entanto, 0 uso de acaricidas impde inimeras limitagGes, incluindo a pressao

seletiva para o desenvolvimento de carrapatos mais resistentes, contaminagdo ambiental e
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residuos de medicamentos em produtos alimenticios (ABBAS et al., 2014; ALONSO-DIAZ;
FERNANDEZ-SALAS, 2021).

Estudos revelam que esquemas de controle de parasitas baseados no uso rigoroso e
exclusivo de aplicagdes quimicas ndo séo sustentiveis e impdem limitacdes como a selecéo de
parasitas resistentes. Deve-se entender que acaricidas quimicos sao e serdo a base fundamental
do controle do carrapato, razéo pela qual devem ser considerados como recurso precioso para
a pecudria, uma vez que o custo de se desenvolver um acaricida e comercializacdo implica em
gastos de mais de 250 milhdes de dolares e entre 8 e 12 anos de pesquisa (OMKAR, 2016;
ALONSO-DIAZ; FERNANDEZ-SALAS, 2021).

Para desenvolver um protocolo de controle estratégico do carrapato, é necessario
considerar a biologia e a ecologia do carrapato, juntamente com as condi¢fes climéticas e 0
conhecimento do antiparasitario a ser usado. Um protocolo de controle estratégico visa
administrar de forma adequada acaricidas quimicos, e consequentemente, reduzir custos, a
contaminacdo do meio ambiente e os residuos nos produtos de origem animal (NICARETTA
etal., 2021).

2.3 Avermectinas

Descoberta em 1967, as avermectinas ganharam um valioso papel terapéutico desde a
década de 80 como medicamento antiparasitario para animais e humanos. Com atividade contra
endo e ectoparasitas, eles se tornaram os antiparasitarios mais utilizados na medicina veterinaria
mundial (ASHOUR, 2019).

A classe das avermectinas pertence a familia das lactonas macrociclicas, cujo primeiro
composto foi resultante do processo de fermentacdo do Streptomyces avermitilis, que sdo
conhecidas por possuirem atividade anti-helmintica, acaricida e inseticida potente (ZHANG et
al., 2016).

Em condicgdes naturais de fermentacdo, as avermectinas produzidas pelo S. avermitilis
sdo uma mistura de quatro compostos: avermectina Al, A2, B1 e B2, cada um dos quais existe
como duas variantes, a e b. As designacdes ‘A’ e 'B' descrevem a presenca de grupos metoxi ou
hidroxi na posic¢éo do C5, enquanto os sobrescritos 1 e 2 se referem a presencga de uma ligacéo
dupla entre os C22 e C23 ou um hidrogénio no C22 e um grupo hidroxi no C23,
respectivamente. As variantes 'a’ possuem um radical secbutil no C25, enquanto as variantes 'b’

tém isopropil nesse carbono. Descobriu-se que essas diferencas sutis na estrutura quimica tém
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consequéncias funcionais significativas em sua atividade farmacologica, com a as variantes da
série ‘B’ apresentando maior atividade contra nematoides gastrointestinais de ovinos que as

variantes da seérie A (LAING; GILLAN; DEVANEY, 2017).

Do ponto de vista de sintese, o facil acesso a posi¢do do C4 da avermectina tornou-o um
dos locais mais estudados para sua modificagdo. Assim, diferentes radicais quimicos, como por
exemplo os grupos acil, amino ou tiol, foram inseridos nesta posicdo para alterar as
propriedades quimicas dos medicamentos (e.g. solubilidade, biodistribuicdo ou estabilidade)
sem, contudo, promover grandes alteracbes em sua poténcia original. Outra estratégia de
modificacdo quimica foi a modificacdo do aglcar terminal das avermectinas para promover
tanto o0 aumento da poténcia, quanto o aumento de sua atividade bioldgica. Com isso conseguiu-
se melhorias na sua eficacia como medicamento anti-helmintico (EL-SABER BATIHA et al.,
2020).

Os fatores mais importantes que afetam a biodisponibilidade e a duracdo da acao de
diferentes preparacdes incluem a via de administracdo e o tipo de formulacdes. Ao alterar 0s
veiculos usados nas formulagdes, pode-se alterar as propriedades farmacocinéticas de diferentes
preparacdes (DONG et al., 2016).

Desde o seu desenvolvimento, véarias formulagdes foram estudadas e avaliadas para
melhorar a eficacia, seguranca e concentracdes sistémicas terapéuticas em diferentes
espécies. As avermectinas sdo geralmente insollveis e instaveis em preparacGes
aquosas, portanto, para superar o problema de baixa solubilidade em &gua e obter uma
formulacdo injetavel estavel, foram desenvolvidas varias prepara¢fes comerciais que usam
solventes organicos como veiculos. No entanto, foi relatado que altas concentracBes de
solventes orgéanicos induzem efeitos colaterais significativos em muitas espécies (SHARUN et
al., 2019)

Em virtude de suas propriedades hidrofobicas (log Kow=3,2), as avermectinas séo
geralmente solUveis em solventes organicos, como etanol, metanol, acetonitrila, cloroférmio,
éter dietilico e acetato de etila. Contudo, esta solubilidade pode variar em funcéo dos radicais
quimicos, fato este, que deve ser levado em consideragdo em processo farmacotécnicos,
terapéuticos, analiticos ou mesmo de bioacumulacdo ambiental (LUMARET et al., 2012;
BARRON-BRAVO et al., 2020; EL-SABER BATIHA et al., 2020).
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Apesar das avermectinas apresentarem estabilidade térmica sob distintas condi¢fes de
pasteurizacdo do leite (IMPERIALE et al., 2009), sob condi¢6es de exposicao a pHs extremos,
agentes oxidantes, umidade ou exposicdo a luz no comprimento de onda do UV-B podem se
apresentar instaveis e passar por processo de degradacdo (AWASTHI et al., 2012; BAI;
OGBOURNE, 2016). Assim, € recomendavel que as moléculas dessa classe, sejam
acondicionadas abrigadas da luz, protegidas contra umidade e, em alguns casos, mantidos sob
condicdo de refrigeracdo (BAl; OGBOURNE, 2016).

Alguns membros da familia da avermectina incluem moxidectina, milbemicicina,
doramectina, selamectina, abamectina, ivermectina e eprinomectina, sendo a abamectina e a
ivermectina os compostos mais utilizados desta familia (CAMPBELL, 2012). Essa série de
derivados possuem formulacdes diversas que as confere grande flexibilidade para sua
utilizacdo, desde entédo tiveram grande aceitagdo comercial (SHOOP et al., 1996). (BISHOP et
al., 2000),

2.3.1 Doramectina

Com a formula molecular de C50H74014 e quimicamente denominada como 25-
cyclohexyl-5-O-demethyl-25-de(1-methylpropyl) avermectin Ala, a doramectina possui peso
molecular de 899,14 Da e faz parte da terceira geracdo da avermectina (ZHANG et al., 2020).
Com um grupo ciclohexil na posi¢do C-25 em vez de secbutil ou isopropil das avermectinas,
faz com que proporcione uma melhor atividade bioldgica e lipofilicidade, desde entdo, vem
sendo bastante utilizada para o tratamento de animais com endoparasitas e ectoparasitas
(ZHANG et al., 2019).

Por se tratar de um composto lipofilico de absorcdo lenta e praticamente insoltivel em
agua, apresenta ampla distribuicdo por todo o corpo através da circulacdo sanguinea e linfatica.
Em decorréncia de suas caracteristicas, tende a se acumular no tecido adiposo, tecido hepatico
e bile, no qual atua como um reservatorio deste medicamento, Além do mais, sua elevada
lipossolubilidade favorece sua deposi¢do no local de aplicagéo, o que prolonga o tempo de
permanéncia do medicamento no organismo animal (GONZALEZ-CANGA et al., 2009;
ANTONI et al., 2011).

A doramectina é um agonista seletivo dos canais de cloreto de glutamato (GluCls) que
estdo presentes em neurdbnios e musculos faringicos de nematoides e artrépodes. Quando se liga

aos GIuCls, ocorre a ativacdo, e consequentemente, a inibicdo do movimento e o bombeamento
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faringeal (KIKI-MVOUAKA et al., 2010; DUNN et al., 2011). Além dos efeitos relacionados
aos GluCls, também atuam como antagonistas do &cido 4-aminobutirico (GABA) e receptores
nicotinicos expressos em células musculares somaticas de nematoides parasitas (MARTIN;
ROBERTSON; CHOUDHARY, 2021).

Para que o medicamento tenha eficcia e consiga eliminar os parasitos, 0 processo
farmacocinético, que inclui a absorcdo da droga, distribuicdo nos tecidos e padrdo de
biotransformacao/eliminacéo é crucial. Dessa forma, apds a administracdo, concentracdes do
medicamento devem ser suficientes e permanecer por um periodo suficiente para exercer um
efeito significativo. Nesse sentido, existe uma forte relacdo entre a farmacocinética (que
determina a exposi¢do ao medicamento no local do parasita) e a farmacodinamica, ou seja, 0
efeito do medicamento (LANUSSE et al., 2018).

Assim, a eficécia esta relacionada a exposicdo sisttmica ao medicamento, o que pode
ser evidenciado pela comparacao dos perfis de concentracdo do medicamento no plasma. Por
sua vez, as variagfes na concentracdo plasmatica estdo relacionadas a diferentes fatores, como
por exemplo: espécie-alvo, peso corporal, condicdo corporal, estado fisiologico, estado
nutricional, via de administracdo e formulagdo comercial (NAVA, ROSSNER, et al., 2019).
Dentre esses fatores, Toutain et al., (1997) observou-se na espécie bovina diferencas
relacionadas ao sexo na absorcdo de ivermectina e doramectina em fémeas comparadas a

machos.

Considerando o mecanismo de excre¢do, segundo estudos de seguranca da Pfizer
Animal Health (1996) a doramectina pode chegar intacta no ambiente via excrecdo fecal.
Quando bovinos foram tratados por via subcutdnea como dose tnica de 200 pg/kg de peso vivo
e acompanhados por um periodo 14 dias, identificou-se que a eliminacdo nas fezes e urina
representaram 87% e 1%, respectivamente do total da dose. Nas fezes, 49% da dose excretada
foi recuperada como droga inalterada, sendo que o pico de excrecao fecal do farmaco inalterado
ocorreu no terceiro dia pos-tratamento. Em um estudo separado, metabolito principal da
doramectina foi identificado nas fezes de bovinos, a 3"-O-desmetildoramectina, a qual
correspondia por 14% do farmaco excretado. Dois outros componentes, que representaram 4%
e 5% do valor recuperado, respectivamente identificados como 24-hidroximetil-3"-0-
desmetildoramectina e 24-hidroximetildoramectina. As consequéncias geradas pela eliminagéo
do farmaco nas fezes implicam na geracgéo de residuos ao meio ambiente, com isso organismos

vivos em contato com essas fezes podem sofrer algum tipo de impacto indiretamente.
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2.4 Residuos de antiparasitarios e impacto ambiental

Anualmente, grandes quantidades de medicamentos sdo administradas a bovinos em
todo o mundo para garantir uma quantidade suficiente de alimentos (carne e laticinios) para
alimentar uma crescente populacdo mundial. Embora alguns farmacos sejam exclusivamente
projetados para a sua utilizagdo na bovinocultura, uma grande parcela compartilha estruturas
idénticas ou muito semelhantes a utilizada na medicina humana, dessa forma cuidados devem
ser tomados para se evitar problemas de resisténcia gerados pelos residuos de medicamentos, o

que pode impactar na saude Unica (CANTAS et al., 2013).

Apesar dos beneficios como o0 aumento da produtividade, os medicamentos veterinarios
para o tratamento de bovinos sdo um grupo potencial de contaminantes quimicos, porque séo
projetados, como outros farmacos, para ter efeitos bioldgicos em baixa concentracdo.
Considerada a principal via de introducdo de residuos de medicamentos no meio ambiente, o
tratamento intensivo de bovinos se torna de grande relevancia para a preservacao do meio
ambiente e o desenvolvimento sustentavel. Isso se deve porque uma grande parte dos
medicamentos ndo sdo completamente metabolizados, e a eliminacdo pode ocorrer como
farmaco inalterado e/ou metabolitos bioativos apds o tratamento, consequentemente, a
liberacdo do medicamento no meio ambiente tem um potencial impacto negativo sobre
organismos vivos e a selecdo de individuos resistentes (BARTIKOVA: PODLIPNA;
SKALOVA, 2016; KLATTE; SCHAEFER; HEMPEL, 2016).

Apds o tratamento de bovinos com avermectina e eliminacdo de residuos no ambiente
as fezes tornam-se potencialmente tdxicas para organismos que possuem algum contato. No
entanto, os efeitos dos residuos de avermectina nas fezes dependem de: (a) concentracdo de
residuos, (b) via de administracdo, (c) tempo ap6s o tratamento e (d) densidade do bovino na
pastagem. Estudos indicam que os residuos de ivermectina podem causar efeitos ecoldgicos de
curto e longo prazo, causando prejuizo a comunidade escaravelhos, processos de degradacao
de esterco e propriedades do solo (BAl; OGBOURNE, 2016; VERDU et al., 2018).

Um estudo realizado por Kolar et al., (2008) que teve como objetivo determinar a
toxicidade das avermectinas para invertebrados no solo e nas fezes de ovinos tratados. Os
resultados obtidos demonstraram que a abamectina foi mais toxica do que a doramectina. Além
disso, as espécies (isopodes, colémbolos, enchytraeids e minhocas) testadas demonstraram uma
sensibilidade diferente a ambos os produtos quimicos e com isso, sugerem que 0s dois produtos
testados podem ser toxicos apds o tratamento de ovelhas. Dessa forma, a escolha do
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antiparasitario também deve se levar em conta a sua capacidade de impactar de forma negativa

0 meio ambiente.

Litskas et al., (2013) estudou a dissipacdo da Eprinomectina em solo e a caracterizou
como moderadamente a altamente persistente dependendo do tipo de solo, do teor de oxigénio
e a atividade microbiana. Além disso, resiste a dissipacdo no estrume bovino, resultando em
uma alta carga no solo apos a aplicacdo de estrume em terras agricolas (ou defecacédo direta em
pastagens). Consequentemente, a alta possibilidade de acimulo no solo e no estrume bovino

deve ser considerada na avaliacdo do risco ambiental da droga.

Ja os resultados de Suarez et al., (2003) mostram uma diminuicdo na colonizacdo de
invertebrados nas fezes dos bovinos tratados com ivermectina e doramectina. Entretanto,
algumas espécies de organismos que vivem no solo podem ter o potencial de tolerar exposicdes
relativamente altas a membros da familia de avermectinas sem serem significativamente
afetadas (SUN et al., 2005). Com base nos estudos supracitados, pode se concluir que as

avermectinas possuem capacidade de gerar impactos ao ambiente apds a sua administracao.

As consequéncias da reducdo de insetos colonizadores e que se alimentam dos estercos
fazem com que a degradacdo do esterco seja mais lenta, podendo reduzir a area de pastagem
disponivel e podem impactar na perda de nitrogénio para o solo. O nimero reduzido de espécies
de insetos que habitam ou dependem do esterco também pode afetar outros aspectos do
ecossistema; como por exemplo, insetos coprofilos que polinizam plantas e servem como

alimento para outros animais (FLOATE, 2006).
2.5 Resisténcia a antiparasitarios em carrapatos

Outro problema relacionado ao uso de medicamentos antiparasitarios é a ocorréncia de
parasitas resistentes. Interacbes entre humanos, animais e ambiente sdo complexas e nédo
totalmente compreendidas, porém existem evidéncias que ligam o uso de antiparasitarios em
um ambiente e a prevaléncia de parasitas resistentes em outro, deste modo, o desenvolvimento
da resisténcia a medicamentos representa uma grande ameaca a salde Unica (SHALABY,
2013).

Ja foram registrados carrapatos resistentes a varias classes de acaricidas como
organofosforados (MILLER; DAVEY; GEORGE, 2005), fenilpirazéis (fipronil) (MILLER et
al., 2013), formamidinas (amitraz) (CESPEDES et al., 2002), piretroides sintéticos (NOLAN et
al., 1989) e benzoilfeniluréia (fluazuron) (RECK et al., 2014).
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As lactonas macrociclicas foram introduzidas no mercado de saude animal brasileiro no
ano de 1981 (GEARY, 2005). Em 2001, foi reportado o primeiro caso de resisténcia de
carrapatos no Brasil a essa classe de medicamentos (MARTINS; FURLONG, 2001). Desde
entdo, foram relatadas populacgdes de Rhipicephalus microplus no Mexico (PEREZ-COGOLLO
et al., 2010), Brasil (KLAFKE et al., 2012) e Uruguai (CASTRO-JANER et al., 2011) com
resisténcia a avermectinas. Estudos realizados por ElI-Ashram et al., (2019) no Egito, mostraram
resisténcia a ivermectina em populac6es de Rhipicephalus annulatus, esse estudo demonstra
que outras espécies de carrapatos também possuem resisténcia as lactonas macrociclicas, ndo
sendo uma capacidade Unica do Rhipicephalus microplus. Ademais, o uso intensivo de lactonas
macrociclicas nas &reas estudadas contribuiram com o aumento de resisténcia nas areas

estudadas.

A resisténcia ocorre como consequéncia do poder adaptativo dos parasitas causado por
mutacdes, dele¢des ou amplificacdes de genes especificos (FOJO, 2007) e pode estar presente
na populacdo de parasitas mesmo antes de uma droga ser usada pela primeira vez. No entanto,
tratamentos medicamentosos propiciam e aceleram a selecdo de parasitas resistentes que
sobrevivem e passam genes associados a resisténcia para seus descendentes. Com a selecéo e a
reproducéo, esses genes aumentam de frequéncia na populagdo tornando-se mais comuns e
fazem com que os tratamentos sejam cada vez mais ineficazes. Uma vez desenvolvida, a
resisténcia é dificil de reverter; portanto, a melhor abordagem ainda é evita-la (SANGSTER,;
COWLING; WOODGATE, 2018).

2.6 Estudos in silicos em farmacocinética aplicada ao ajuste de doses

A farmacocinética é o estudo do movimento de uma substancia quimica, em particular
de um medicamento no interior de um organismo vivo, ou seja, € o estudo dos processos de
absorcdo, distribuicdo, biotransformacdo e excrecdo (SPINOSA, 2017; LEES; TOUTAIN,
2012). Esses processos sdo fundamentais para que o farmaco alcance seu alvo (carrapato) em
concentracdes suficientes e por um periodo longo o suficiente para exercer um efeito
significativo. Nesse sentido, existe uma forte relacdo entre a farmacocinética (que determina a
exposicdo ao medicamento no local do parasita) e a farmacodindmica (efeito da droga)
(LANUSSE et al., 2018).

Na medicina veterinaria, os dados farmacocinéticos (PK) sé@o normalmente gerados em
ensaios clinicos feitos a partir de pequenos grupos de animais padronizados, saudaveis, jovens
e de uma mesma raga. Presume-se que esses dados refletirdo as propriedades cinéticas do
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medicamento na populagdo de pacientes pretendida (MODRIC; MARTINEZ, 2011). Esses
ensaios e estudos geram uma enorme quantidade de dados nos quais sao usados por empresas
farmacéuticas durante processos de desenvolvimento de novos medicamentos para caracterizar
populacdes e determinar um regime de dosagem padronizado para os pacientes, tomar decisdes

comerciais e obter aprovacédo de agéncias reguladoras (MARTINEZ, MODRIC, 2010).

No entanto, o conhecimento gerado em tais estudos de farmacocinéticos desenvolvidos
em estudos in vivos, raramente € explorado para atendimento personalizado ao paciente. Na
maioria dos casos, ha uma diferenca significativa entre o perfil farmacocinético dos pacientes
em uma populagdo, embora essas diferengas nédo se reflitam na dosagem padronizada. Dado
qgue os individuos variam significativamente em sua resposta aos medicamentos, uma
abordagem de dose padronizada pode resultar em resposta individual ineficaz ou excessiva,

gerando custos adicionais devido & alta quantidade de medicacio (LAINEZ et al., 2011).

Em busca de solugdes para esses problemas, a aplicacdo da modelagem matematica em
problemas de satde animal vem avancando consideravelmente nos altimos anos, e os modelos
estdo sendo utilizados para estudar, entender e quantificar a relagdo entre um farmaco e os
componentes de um sistema bioldgico. O termo in silico é usado para indicar estudos realizados
através do uso de computadores. Na farmacologia, geralmente esses métodos computacionais
sdo utilizados para analisar e integrar dados biologicos na realizacédo de estudos de modelagem
e simulacdes, principalmente voltados para sistemas de interesse biolégico ou farmacologico
(EKINS; MESTRES; TESTA, 2007).

A criacdo de modelos ou simula¢bes computacionais pode ser usado para fazer
previsdes, sugerir hipoteses, e, finalmente, fornecer descobertas ou avancos cientificos. Esse
potencial desenvolvimento de estudos em modelos PK/PD pode acabar desempenhando um
papel importante para entender os mecanismos bioldgicos, como respostas fisioldgicas,
patoldgicas e farmacoldgicas, além disso, também possuem o potencial de agilizar e acelerar os

programas de pesquisa e desenvolvimento de medicamentos (SHIVVA et al., 2013).

Embora ndo possam ser completamente substituidos em pesquisas atualmente, 0s
estudos in silicos tem o potencial de diminuir a utilizacdo de animais em pesquisas cientificas,
podendo obter um importante papel em muitos avangos cientificos e medicos, essa
caracteristica tem grande relevancia para o desenvolvimento de pesquisas legitimamente éticas,
mitigando o sofrimento e os custos no desenvolvimento de estudos (FESTING; WILKINSON,
2007). No entanto, o desenvolvimento de tecnologias de substituicdo de animais ainda é um
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processo lento e nada facil, no qual, ndo envolve apenas o desenvolvimento do método, mas
também sua validacdo pelas autoridades regulatérias nacionais e internacionais. Porém, cada
vez mais, provocadas pelo apelo da sociedade, industrias farmacéuticas, quimicas e alimentares
vem investindo uma grande quantidade de dinheiro e esforco no desenvolvimento métodos

confidveis para substituir os animais sempre que possivel (MADDEN et al., 2020).

Ha um esforco crescente para compreender as muitas fontes de variabilidade que podem
influenciar a absorcdo, metabolismo, disposicdo e eliminacdo de drogas em espécies
veterinarias. Esse interesse reflete o reconhecimento de que essas diversidades como idade,
sexo, raca e doenca, podem influenciar as relagbes dose-exposicao-resposta e podem afetar o
acumulo do farmaco nos animais produtores de alimentos e a liberacdo de residuos no meio
ambiente (MARTINEZ et al., 2018). A identificacdo das variaveis-chave que influenciam a
resposta do medicamento e quantificam a magnitude de seus efeitos se tornam cada vez mais
importantes no tratamento dos pacientes (LEES; TOUTAIN, 2012).

A variabilidade individual é uma caracteristica que deve ser procurada, se quisermos
avaliar com precisdo o comportamento de um agente terapéutico dentro da populagdo de
pacientes pretendida. Dessa forma, estudos in silicos executados cuidadosamente utilizando
modelagem e simulacdo PK/PD, podem ajudar a providenciar o entendimento sobre os
impactos dos fatores (covariaveis) na resposta a dose-exposi¢do ao medicamento (BON et al.,
2018). Esse tipo de estudo pode permitir a avaliacdo das fontes de variabilidade populacional e
apoiam os esforcos para otimizar a eficacia clinica, minimizar os riscos para uma melhor
seguranca, dose de suporte e selecdo de medicamentos, bem como identificar potenciais
preocupacOes para a seguranca e/ou eficdcia em animais de companhia ou produtores de
alimentos (BON et al., 2018; MARTINEZ et al., 2018).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo in silico de PK/PD da doramectina em bovinos para o tratamento de
Rhipicephalus microplus e simular a administracdo pela via subcutdnea do farmaco nas
dosagens de 350, 700 e 1050 ug/Kg.

3.2 Objetivos Especificos
I.  Realizar a modelagem farmacocinético da doramectina em bovinos

Il.  Realizar a modelagem PK/PD da doramectina a 3,5% em bovinos para o tratamento de

Rhipicephalus microplus

1. Simular a administracdo nas dosagens de 350, 700 e 1050 ug/Kg (via subcutanea), ao

longo de 90 dias.
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Resumo

A modelagem farmacocinética/farmacodindmica (PK/PD) é uma abordagem metodolégica com
tendencia de crescimento para a otimizacdo dos regimes de dosagem de medicamentos veterinarios.
Esse tipo de abordagem tem o potencial para promover uma maior eficacia da doramectina, diminuir a
producdo de residuos ambientais e mitigar a selecdo de parasitos resistentes. O modelo PK/PD foi
preparado utilizando os pardmetros obtidos a partir dos dados de farmacocinética e de eficacia da
doramectina 3,5% contra Rhipicephalus microplus em bovinos experimentalmente infectados
disponivel na literatura e utilizando o software Monolix 2020R1 da Lixoft®. A partir do modelo PK/PD
foram simuladas as eficdcias contra carrapatos apds administracdo de 350, 700 e 1050ug/Kg de
doramectina 3,5%, por 90 dias. O modelo permitiu predizer os valores de doramectina plasmaética de
forma adequada, apresentando uma apropriada correlacdo entre os valores observados e preditos, no
qual foi observado uma dispersdo homogénea em torno da linha de valores preditos, considerando o
intervalo de confianca de 90%. Os valores observados dos percentis 5 e mediana se encontraram em
seus respectivos intervalos de confianga 95% preditos. Por sua vez, foi observado que o modelo
subestima a concentracdo maxima dos valores observados no percentil de 95, porém essa concentragao
méaxima ndo gera impacto na eficdcia do farmaco. O modelo cumpriu com os requisitos de aceitabilidade
matematica e demonstrou ser uma ferramenta promissora. Dessa forma, evitando o uso de animais em
experimentacgdo, os dados gerados no trabalho podem contribuir para promover novos regimes de doses
e otimizagdes da doramectina no controle R. Microplus.

Palavras-chave: Farmacometria, terapéutica de precisao, Carrapato, Lactonas Macrociclicas
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1. INTRODUCAO

Responsaveis por colocar em risco 80% dos bovinos em todo o mundo, as perdas
econdmicas estimadas causadas por carrapatos, no Brasil, que possui o maior rebanho comercial
do mundo, giram em torno de US$ 3,24 bilhdes por ano, tornando-se o ectoparasita com maior
impacto econdmico na pecuaria brasileira (Beys-da-silva et al. 2020). Atualmente s&o descritas
75 espécies de carrapatos na fauna brasileira, compostos por 51 Ixodidae e 24 Argasidae
(Pacheco et al. 2021). Dentre eles, o Rhipicephalus microplus é considerado o mais importante

ectoparasito dos animais domésticos, em especial para a espécie bovina (Nicaretta et al. 2021).

As consequéncias negativas dos carrapatos na producédo de bovinos devem-se aos efeitos
diretos de sua alimentacdo (hematofagia), causando perda de peso, danos do couro e estresse,
além de efeitos indiretos, como a transmissdo de patdgenos. Desses patdgenos, a transmissdo
doencas como a anaplasmose e a babesiose sdo as mais amplamente distribuidas em todo o
mundo e podem causar grandes perdas de producdo na pecudria, reduzindo assim a renda
agricola, aumentando os custos para 0s consumidores (Tabor et al. 2017). Além disso, estima-
se que 22% das infeccGes emergentes entre 1940 e 2004 no mundo, foram ocasionadas por
patdgenos transportados por esses vetores, trazendo implicagdes para a saude publica e
veterinaria (Jones et al. 2008).

Vérias abordagens para o controle de carrapatos estdo em pratica em todo o mundo de
acordo com a legislacéo local, condi¢cbes ambientais, selecdo baseada em pregos e geografia
(Tabor et al. 2017). No entanto, esse controle baseia-se principalmente no uso de
antiparasitarios quimicos, que nos ultimos anos tém desempenhado um papel fundamental para

o0 desenvolvimento da pecuéaria (Morel et al. 2017).

Dentre os farmacos utilizados na bovinocultura, o grupo dos antiparasitarios
representam 50% do mercado de quimioterapicos veterinarios nacionais (Sindan 2020), com as
avermectinas sendo as moléculas mais utilizadas desse grupo. Descoberta em 1967, as
avermectinas ganharam um valioso papel terapéutico desde a década de 80 como medicamento
antiparasitario para animais e humanos. Com atividade contra endo e ectoparasitas, eles se

tornaram o0s antiparasitarios mais utilizados na medicina veterinaria mundial (Ashour 2019).
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Desde entdo, vérias formulacGes foram estudadas e avaliadas para melhorar a eficécia,
seguranga e concentragdes sistémicas terapéuticas em diferentes espécies (Sharun et al. 2019).

Uma dessas avermectinas, com formula molecular de C50H74014 e quimicamente
denominada como 25-cyclohexyl-5-O-demethyl-25-de(1-methylpropyl) avermectin Ala, a
doramectina se trata de um composto altamente lipofilico e de absorcéo lenta fazendo parte da
terceira geracdo da avermectina (Zhang et al. 2020). Caracteristicas como baixa toxicidade,
amplo espectro de acéo e atividade biologica em pequenas concentracGes fazem com que esse
medicamento contribuindo de forma significativa para 0 aumento da produtividade na

bovinocultura (Zhang et al. 2019).

Apesar de seus beneficios, a doramectina sdo um grupo potencial de contaminantes
quimicos, porque sdo projetados, como outras drogas, para ter efeitos biolégicos em baixa
concentracdo. Apds administracdo, cerca de 49% da dose total foi recuperada como droga
inalterada nas fezes de bovinos medicados, sendo um importante via de introducdo de residuos
no meio ambiente (Pfizer Animal Health 1996). Consequentemente, a liberacdo do
medicamento no meio ambiente tem um potencial impacto negativo sobre organismos vivos e
a selecdo de individuos resistentes (Bartikova; Podlipna; Skalova 2016; Klatte; Schaefer;
Hempel 2016).

Em busca de solugdes, a modelagem farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) é o
passo inicial na abordagem para a otimizacdo dos regimes de dosagem, procurando obter o
méaximo desempenho dos medicamentos, desse modo, além de promover uma maior eficécia,
sera capaz de diminuir o nimero de residuos enviados ao meio ambiente e a selecdo de
organismos resistentes (Toutain et al. 2021). Dentro desse contexto, o presente artigo abordara
técnicas de modelagem para contribuir para o uso mais racional de formulacGes farmacéuticas

de doramectina na concentracao de 3,5%.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéo dos dados da farmacocinética e eficacia

Os dados utilizados como base deste artigo foram extraidos dos estudos de
farmacocinética plasmatica e eficacia realizados por Righi (2013). A obtencdo dos dados
individuais de farmacocinética foram adquiridos do experimento no qual se utilizou uma
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formulacdo de doramectina a 3,5 % (via subcutdnea) em oito bovinos mesti¢os (zebuino x
taurino), sendo quatro machos e quatro fémeas, com idade entre 18 e 24 meses. Por sua vez, 0s
dados utilizados para definir o efeito foram a média da eficacia contra Rhipicephalus microplus
adquiridos do experimento no qual se utilizou a formulacéo de doramectina na concentracdo de
3,5% (via subcutanea) em seis bovinos da ragca Simental, com idade média de 15 meses,

experimentalmente infectados.

2.2. Simulacéo dos dados

Para a simulacdo dos dados obtidos a partir dos estudos de Righi (2013), foi utilizado o
software Monolix (Monolix versdo 2020R1, Lixoft®), que é um programa gratuito de codigo
aberto desenvolvido para analise populacional usando modelos de efeitos mistos ndo lineares,
sendo baseado no algoritmo de maximizacdo de expectativa de aproximacdo estocastica
(SAEM) (Monolix 2019).

2.3. Modelo farmacocinético

A construcdo do modelo PK e a anélise dos parametros farmacocinéticos de doramectina
foram estimados utilizando o programa Monolix (Monolix versédo 2020R1, Lixoft®), a partir
de dados das concentracfes plasmaticas individuais. Foram testados diferentes modelos, com
um ou dois compartimentos, de via extravascular, de absor¢do com ou sem tempo de laténcia
(lag-time), absorcdo de primeira ordem ou ordem zero; distribuicdo, em um, dois ou trés

compartimentos e com cinética de eliminacdo linear ou de Michaelis-Menten.

A selecdo do modelo estrutural se deu a partir da consideragdo dos seguintes critérios:
menores valores da fungdo objetiva (—2 log-likelihood), menores valores do Akaike Information
Criteria (AIC), menores valores do Bayesian Information Criteria (BIC), maior a preciséo da
estimativa do parametro expressada como o erro padrdo relativo (R.S.E %), analises graficas
dos valores observados em funcdo da concentracdo estimadas pelo modelo e do grafico de
predicdo visual (Visual Predictive Check - VPC) construido com os percentis 5° e 95° da
populacdo simulada (Dykstra et al. 2015; Kngsgaard et al. 2016; Population Pharmacokinetics
Guidance For Industry 2019).

39


https://monolix.lixoft.com/tasks/population-parameter-estimation-using-saem/

2.4. Modelo farmacocinético/farmacodindmico (PK/PD)

O modelo PK/PD foi preparado utilizando os parametros obtidos a partir do modelo PK
e os dados médios de eficacia da doramectina 3,5% contra Rhipicephalus microplus como em
bovinos experimentalmente infectados do trabalho realizado por Righi (2013) utilizando o
software Monolix 2020R1 da Lixoft®.

2.5. Simulacéo do efeito de doramectina contra Rhipicephalus microplus

A partir do modelo PK/PD foram simuladas as eficacias contra carrapatos com
administracdo de 50%, 100% e 150% da dose estipulada em bula correspondente a 350, 700 e
1050 ug/Kg de doramectina 3,5 % (via subcutanea). A eficacia foi avaliada durante 90 dias no

modelo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Monolix foi escolhido por implementar uma aproximacao estocastica da maximizacgéo
da expectativa padréo do algoritmo para modelos ndo lineares de efeitos mistos. Esse algoritmo
tem se mostrado extremamente eficiente tanto para modelos simples quanto para uma grande
variedade de modelos complexos. O algoritmo SAEM substitui a estimativa usual por um
processo estocastico eficaz com maior convergéncia para estimativas de probabilidade méaxima.
A implementacdo do SAEM no MONOLIX é otimizado e configuragdes da cadeia de Markov
Monte Carlo sdo usados para estimacéo de méxima verossimilhanga dos parametros PK/PD em
modelos de efeitos mistos ndo lineares sem quaisquer técnicas de linearizacdo, obtendo uma
maior estabilidade na analise de modelos PK/PD complexos, e podem fornecer resultados

precisos com dados escassos ou detalhados (Bauer; Guzy; NG 2007).

O modelo PK estrutural de doramectina 3,5%, administrada em bovinos pela via
subcutanea estabelecido foi de via extravascular, com compartimentos de transito, de absorcéo
de primeira ordem, de distribuicdo de dois compartimentos, e cinética de eliminacdo linear,
esquematizado na figura 1. Os parametros do modelo foram constantes de transito (Ktr), tempo
médio de transito no compartimento de transito (Mtt) Constante de absorcdo (Ka), Clearance
(CI), Volume de distribuicdo no compartimento 1 - Central (1), e constante de transito entre
0s compartimentos (K12 e K21) e constante de eliminagdo (k). O modelo farmacocinético
estabelecido, esquematizado na figura 1. Foi considerando um modelo de erro proporcional e

correlacdo entre os parametros Ktre V.
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K12

Ktr Ka

Mtt «

K21

Fig. 1 Modelo Farmacocinético de doramectina 3,5% administrada pela via subcutanea em
bovinos. Constante de transito (Ktr), tempo médio de transito no compartimento de transito
(Mtt) Constante de absorcédo (Ka), Clearance (CI), Volume de distribuicdo no compartimento 1
- Central (V1), e Constante de transito entre os compartimentos (K12 e K21) e Constante de

eliminacéo (k).

O modelo observacional foi definido pela seguinte equagé&o:
dv=Cc+b*Cc*e
Enquanto o modelo Individual foi definido pelas seguintes equagdes:
log(Ktr) = log(Ktr_pop) + eta_Ktr
log(Mtt) = log(Mtt_pop) + eta_Mitt
log(ka) = log(ka_pop) + eta_ka
log(V) = log(V_pop) + eta_V
log(k) = log(k_pop) + eta_k
log(k12) = log(k12_pop) + eta_k12

log(k21) = log(k21_pop) + eta_k21
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O modelo permitiu predizer os valores de doramectina plasmética em bovinos de forma
adequada. Na Figura 2 pode-se observar os valores observados (pontos) e a curva dos valores

preditos em todos os animais.
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Fig. 2 Valores de concentracdo plasmatica de doramectina observados (pontos azuis) em 8
bovinos e seus respectivos valores preditos pelo modelo farmacocinético (linha continua).

Conforme observado nas figuras 2A, 2D e 2E, apresentaram valores de Cmax reais
discrepantes dos demais animais, 0 que pode ter ocorrido por variagdes em escore corporal,
variabilidade individual outro fator fisiol6gico, os quais serdo discutidos doravante.

O modelo preditivo de farmacocinética desenvolvido apresentou uma adequada
correlagéo entre os valores observados e preditos, como observado na figura 3A. Nela, observa-
se que os valores apresentam a dispersdo proporcional em relagéo a linha de valores preditos,
dentro do intervalo de confianga de 90% dos valores preditos. A dispersédo em torno da linha
central é justificada pela variabilidade individual da farmacocinética (Bon et al. 2018) Na figura
3b identifica-se que as curvas dos valores de concentracdo plasmaticas observados e preditos

apresentam alto grau de correspondéncia no grafico de checagem visual. Estes devem se
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encontrar dentro dos respectivos intervalos de confianca 95% preditos (area sombreada)
(Renaud et al. 2020), o que € observado nos percentis 5 e da mediana se encontram dentro de
seus respectivos. Por sua vez, quando consideramos os valores observados no percentil de 95,
observamos que o modelo subestima a concentracdo maxima (Cmax) e ndo consegue predizer
de forma adequada a Cmax. Todavia, isso ndo gera impacto na estimativa da eficacia da
doramectina, uma vez que o indice PK/PD para obter eficicia de 90% foi de 5 pg/ml em todos
0s animais e que concentracGes plasmaticas superiores ndo promoveram a modificacdo da
eficacia. Assim, a limitacdo do modelo em predizer a Cmax em alguns animais ndo gera

impacto na estimativa da eficacia da doramectina.

A B

Concentracao (ng/mL)

Tempo (Dias)

Fig. 3A Valores de concentracdo plasmatica de doramectina observados (pontos azuis) e
preditos (linha preta). A linha de pontos indica o intervalo de confianca de 90% dos valores
preditos. Fig. 3B mediana, percentil 5 e percentil 95 dos valores observados e preditos da
concentracdo plasmatica de doramectina em bovinos. Linha continua azul: observados e linha
descontinua preta: predito. As sombras indicam o intervalo de 95% de confianca dos valores
preditos.

Desse modo, baseado nos autores Dykstra et al. (2015), Kngsgaard et al. (2016) e no
guia do “Population pharmacokinetics guidance for industry” (FDA 2019) identificou-se que

0s parametros de dispersao atingiram os requisitos para a aceitabilidade da modelagem.

Conforme observado na figura 3A, houve grande variacdo na dispersdo dos dados
observados na Cmax, com um coeficiente de variagdo de 40,6%. Um dos fatores que podem ter
contribuido para isso, é a diferenca do escore corporal dos animais. No caso de moléculas mais
lipofilicas como a doramectina que apresentam um logP mais elevado tendem a ter uma
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absorcdo mais lenta e permanecer no local de aplicagdo e se acumular nos tecidos adiposos, no
qual atuam como um reservatorio deste medicamento (Gonzalez-Canga et al. 2009; Antoni et
al. 2011; Zhang et al. 2019). Adicionalmente, da mesma forma que ocorreu a variacdo
semelhante ocorrida no Cmax, também foi observado no volume de distribuicdo (38,03%),
observado na tabela 1. O volume de distribui¢do também é influenciado pelo grau de gordura
presente nos animais, tendo o principal impacto associado ao prolongamento da meia vida e o

seu acumulo (Bruno et al. 2021).

Utilizando as equacbes do modelo observacional e dos modelos individuais, foram
construidos os parametros farmacocinéticos individuais de doramectina na dosagem de
700png/kg (tabela 1).
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Tabela 1 Parametros farmacocinéticos individuais de doramectina em bovinos obtidos com o
modelo matematico desenvolvido.

Parametros Individuos Média Desvio Coeficiente

de variacéo
individuais padréao
627 634 649 657 180 388 389 740

Ktr 0,20 0,25 0,18 0,18 0,16 0,17 0,17 0,23 0,19 0,03 16,60
Mtt 17,71 17,61 20,22 17,79 21,19 16,99 18,23 16,51 18,28 0,61 8,78
ka 511E+18 511E+18 511E+18 511E+18 511E+18 513E+18  509E+18  511E+18  51113E+18  1,0254E+16 0,20
\" 4836,47 2575,13 6199,43 6169,58 9356,62 7455,23 7880,10 3487,05 5994,95 2279,92 38,03
K 53,27 53,23 58,81 51,76 54,98 52,84 52,49 52,70 53,01 0,93 1,75
K12 7,73 7,08 8,33 9,04 7,54 7,75 8,13 7,62 7,90 0,59 7,52
K21 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,00 2,87
Sexo Fémea Fémea Fémea Fémea Macho Macho Macho Macho

*Ktr = constante da taxa de transito de absorc¢éo para compartimentos de transito; Mtt = tempo médio
de transito; ka = constante da taxa de absorcdo; V = volume do farmaco no plasma; k = constante da
taxa de eliminacdo do farmaco do compartimento central para fora do organismo; k12 = constante da
taxa de eliminagdo do farmaco do compartimento central para o compartimento periférico; k21 =
constante da taxa de eliminagdo do farmaco do compartimento periférico para o0 compartimento central.

Uma vez gerados os parametros individuais, com auxilio do software Monolix ® foram

produzidos os parametros farmacocinéticos populacionais (Tabela 2).
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Tabela 2 Pardametros farmacocinéticos populacionais de doramectina em bovinos obtidos por

modelagem.
Efeitos Valores Erro padréo Erro padréo relativo
(%)
Ktr pop 0,21 0,016 7,72
Mtt pop 17 0,7 4,10
Ka pop 21766763888846,21
V pop 174477 327,31 10,0
K pop 168,69 20,83 12,3
K12 pop 43,08
K21 pop 0,087 0,0099 115
Efeitos aleatorios Valores Erro padréo Erro padréo relativo
(%)
Q Kitr 0,19 0,078 40,5
Q Mtt 0,098 0,033 33,9
Qka 5,69
Qv 0,62 0,12 29,6
Qk 0,03 0,034 112
Qkl12 0,14
Q k21 0,08 0,07 139
Correlagéo Valores Erro padréo Erro padréo relativo
(%)
Corr V-Krt -1 0,0066 0,662
Parametro de erro do Valores Erros padréo Erro padréo relativo
modelo (%)
B 0,59 0,049 8,34

*Ktr = constante da taxa de transito de absorc¢éo para compartimentos de transito; Mtt = tempo médio
de transito; ka = constante da taxa de absorcdo; V = volume do farmaco no plasma; k = constante da
taxa de eliminacdo do farmaco do compartimento central para fora do organismo; k12 = constante da
taxa de eliminacdo do farmaco do compartimento central para o compartimento periférico; k21 =
constante da taxa de eliminagdo do farmaco do compartimento periférico para 0 compartimento central.

Por sua vez, o modelo PK/PD utilizado foi o de resposta direta, com efeito maximo, com
linha de base e com sigmoidicidade. O modelo PK/PD pode ser definido pela equagdo 10. Os

valores para os parametros farmacodinamicos estimados sdo apresentados na tabela 3.
[E’O— Emax mea.x“":mﬁ]

(cmax™™™*+cM50"™) (10)

E =
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Tabela 3 - Pardmetros farmacocinéticos/farmacodindmicos de doramectina utilizados para
estimar a eficacia de bovinos experimentalmente infestados por Rhipicephalus microplus.

Parametro Valor
Mtt 17
Ktr 0,21
Ka 2,17668E+13
V 1744,77
K 168,69
K12 43,05
K21 0,087
Q 2,46
EO 0,0000017
Emax 93,82
EC50 1,64

*Mtt = tempo médio de trénsito; Ktr = constante da taxa de transito de absorg¢éo para compartimentos
de transito; ka = constante da taxa de absorc¢do; V = volume do farmaco no plasma; k = constante da
taxa de eliminacdo do farmaco do compartimento central para fora do organismo; k12 = constante da
taxa de eliminacdo do farmaco do compartimento central para o compartimento periférico; k21 =
constante da taxa de eliminacgdo do farmaco do compartimento periférico para o compartimento central;
Q = coeficiente de Hill; EO = efeito zero; Emax = efeito maximo; EC50 = concentragdo plasmatica
efetiva para 50 % do efeito.

A partir do modelo PK/PD estabelecido, foi possivel realizar simulagdes de doramectina
3,5%, via subcutanea, nas doses de 350, 700 e 1050 ug/kg para bovinos de 400 kg, de forma a
avaliar a eficacia contra Rhipicephalus microplus, parasitando bovinos experimentalmente
infestados, ao longo de 90 dias. A simulacdo foi realizada no software Simulx (Lixoft®) e

encontra-se representada nas figuras 4A e 4B.
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Fig. 4A Farmacocinética de doramectina 3,5%, administrada via subcutanea, em bovinos, nas
doses de 350, 700 ¢ 1050 pg/kg. Fig. 4B Simulacdo da eficacia de doramectina 3,5% nas doses
de 350, 700 e 1050 pg/kg no tratamento de bovinos experimentalmente infestados por
Rhipicephalus microplus. Médias geométricas.

Ao se observar a figura 4A, nota-se que o aumento na dose administrada provoca um
aumento na concentracdo plasméatica maxima (Cmax), e consequentemente, um aumento da
area abaixo da curva do farmaco. Porém, isso ndo foi traduzido na diferenga da eficacia
dependente do pico de concentracdo. A figura 4B demonstra a eficacia da doramectina em trés
diferentes doses, na qual, pode-se observar que o aumento da dose resultou em prolongamento
da duracdo do efeito, mas ndo no efeito maximo. As trés doses atingiram cerca de 95% de

eficacia nos primeiros 5 dias apos administracdo do farmaco, porém, com o aumento da dose
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houve prolongamento da duracdo do efeito, assim, na dose de 350 ug/kg o efeito comega a
diminuir apds 21,06 dias de tratamento, na dose de 700 aos 31,2 dias e 1050 aos 37,34 dias.

A eficacia residual aceitavel internacionalmente de um carrapaticida é definida pelo
periodo no qual o farmaco consegue eliminar ao menos 90% dos parasitos do animal (EMEA
2004; Holdsworth et al. 2021). Por sua vez, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento - MAPA por intermédio da Portaria 48 € mais rigoroso, e considera ser igual ou
superior a 95% (Brasil 1997).

Baseado nos critérios nacionais, pela modelagem de PK/PD da doramectina 3,5% nas
doses de 350, 700 e 1050 pg/kg, conseguiu-se respectivamente uma eficacia de eliminacgdo de
95% durante 21,06, 31,2 e 37,34 dias. Por sua vez, assumindo a diretriz do EMEA, a eficacia
residual ocorreu respectivamente durante 31, 39 e 43 dias. Righi (2013) comparou a eficacia de
trés avermectinas contra R. microplus, a doramectina na dose de 700upg/kg, a ivermectina na
dose de 630 pg/kg e a moxidectina a dose de 1000 pg/kg, com eliminacdo de 90% dos
carrapatos até os 37°, 11° e 30° dias pds aplicacdo, respectivamente. Pereira (2009), em
condicGes de campo, acompanhou a eficacia durante 35 dias de trés avermectinas em bovinos
artificialmente infestados por R. microplus. Para isso, o autor aplicou 200 pg/kg de
doramectina, ivermectina e abamectina e, a Unica das trés avermectinas que apresentou eficacia
igual ou superior a 90% foi a doramectina, que manteve esta atividade bioldgica até o 28° dia
do experimento. Quando comparamos os dados de eficécia residual obtidos por modelagem
para doramectina com os resultados apresentados pelos dois autores, pode-se observar que séo
coerentes e se assemelham, mesmo que Pereira (2009) tenha utilizado uma dose menor. O
comportamento de eficcia residual similar com doses distintas pode ser atribuido a dois fatores,
as diferencas na sensibilidade das populacfes de carrapatos a doramectina utilizadas nos
experimentos (EI-Ashram et al. 2019) e as diferencas nas formulacGes farmacéuticas (Lifschitz
et al. 2004; Dong et al. 2016).

Por outro lado, 0 uso da doramectina deve ser preterido em relacdo as demais
avermectinas para o controle de carrapatos. Isso porque nas avaliagcdes supracitadas ela foi a
Unica que apresentou eficacia superior a 90% e este valor € importante para minimizar a sele¢do
de populagdes resistentes (Holdsworth et al. 2021). De uma maneira geral, em recomendagoes

de doses de produtos comerciais a ivermectina também apresenta dificuldade de atingir valores
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de eficacia superiores a 90%, conforme relatado por Cayeiro Cruz e colaboradores (2015) , que
identificaram tanto a ivermectina na de 200 ug/kg (SC), quanto na dose de 500 pg/kg (pour-on)
atingiram a eficacia de referéncia. Tais diferencas entre moléculas da mesma classe se explicam
pelo fato da doramectina possuir um radical ciclohexil na posi¢do do carbono 25 o que lhe
confere maior hidrofobicidade (Zhang et al. 2019). Dentro deste contexto, para se demonstrar
a aplicacdo préatica do presente trabalho, em se tratando de uma condicéo de campo dos artigos
supracitados, com o auxilio da modelagem do presente trabalho, poderia-se recomendar 0 uso
do modelo da doramectina para ajustar a dose para a obtencao periodo de eficacia minima de
90% segundo tempo de atividade do necessario para 0 manejo preconizado pelo veterinario
responsavel do rebanho.

A disponibilidade de opcdes terapéuticas ¢ fundamental para o controle eficaz das
infestagdes por carrapatos. Assim, quando comparamos os dados eficacia residual (>90%)
obtidos por modelagem doramecina om outros grupos de carrapaticidas identificamos que em
todas as dosagens os valores foram superiores aos valores apresentados para fipronil (mg/kg)
que durou apenas 8 dias, Cid (2012) e inferior ao fluazuron na concentracdo de 2,5 mg/kg

aplicado pela via pour-on, que permaneceu eficaz por até 77 dias (Gomes et al. 2015).

Apesar de dos dados de modelagem da doramectina demonstrarem uma eficécia residual
inferior ao de fluazuron apresentados por Gomes e colaboradores (2015), uma modelagem da
administracdo de maltiplas doses com concentragdes baixas de doramectina pode ser realizada
para compensar esta diferenca. Isso ocorre pois o periodo de eficicia residual ndo
reduz/aumenta na mesma proporc¢ao que a reducdo/aumento da dose (figura 4B). De fato, esse
é um fendmeno que é observado in vivo com outras lactonas macrociclicas, como o realizado
por Nava e colaboradores (2019). Neste trabalho, os autores demonstraram que a administracéo
de seriada de ivermectina na concentracdo de 630 pg/kg promoveu o prolongamento da
eficacia, com um aumento da AUC 36-70 dias (segundo tratamento) em relacdo AUC 0-35 dias
(primeiro tratamento). Por outro lado, os ganhos terapéuticos do uso de maultiplas doses da

ivermectina pode ser acompanhado da ampliacdo do periodo de caréncia (Sarli et al. 2022)

A dose preconizada pelo fabricante de 700 ug/kg, porém, quando observamos os dados
da figura 4B, podemos concluir que quando se diminui a dose de 100% para 50%, isso nédo

ocorre de maneira proporcional tanto em eficacia quanto em dias ja que eficacia é alcancada ao
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longo do tempo enquanto a concentracdo plasmatica estd a 5 ng/ml ou superior. Desta forma,
podemos partir do pressuposto que uma menor dose (50%) pode ser interessante em alguns
casos como um menor periodo de caréncia e locais onde ndo ocorrem intensas infestacdes de
carrapato, além de proporcionar uma menor quantidade de residuos enviados ao meio ambiente.
O mesmo ocorre quando utilizamos a dose de (150%) ndo ha um aumento proporcional a da
dose de (100%), com isso, a utilizacdo de doses altas podem ocasionar um maior custo para o

produtor e uma maior geracao de residuos, tendo um impacto maior no meio ambiente.

Como perspectivas de uso dos dados dessa modelagem da doramectina 3,5%,
fracionando a dose de 100% em trés doses e administrando em intervalo menores que garantam
o periodo de eficacia de >90%, podemos aumentar o tempo em que o animal tera prote¢do
efetiva contra carrapatos utilizando a mesma quantidade de farmaco. Consequentemente,
poderia trazer beneficios ao produtor como um menor gasto com medicamentos e tornando o
tratamento com acaricidas mais sustentvel, mitigando residuos ambientais gerados pela

eliminacdo pos-tratamento.

Dessa forma, estudos como este podem trazer beneficios para ajustes e otimizacGes de
doses e, consequentemente, mitigar a selecéo de parasitos resistentes e liberacdo de residuos de
farmaco e metabo6litos no meio ambiente. Além disso, podemos considerar o desenvolvimento
de métodos que ndo utilizam animais como legitimamente éticos, reduzindo custos e prezando

0 bem-estar animal.
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4. CONCLUSAO

O modelo farmacocinético desenvolvido por este trabalho cumpriu com os requisitos de
aceitabilidade do FDA e demonstrou ser uma ferramenta promissora, portanto o modelo
conseguiu predizer de maneira adequada diferentes doses da doramectina a 3,5% aplicadas pela

via subcutanea em bovinos.
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ANEXO |

Tabela 1. Valores de concentracdo plasmatica (ug/L) em bovinos tratados com Doramectina
3,5% administrada via subcutanea, na dose de 1mL/50Kg de peso corpéreo (700ug/Kg). Dados

obtidos na literatura.

Identificagéo

dos bovinos Dias pos-tratamento/Concentragéo plasmatica (Hg/L)

0 1 2 3 5 7 9 11 14 17 21 28 35 42 49 56 63 70
740 0 16 <LQ 11,3 56 114 32,7 715 210,7 27,0 18,7 89 48 3,2 17 23 15 <LQ
657 0 16 17 55 6,2 51,3 38,6 51,7 58,0 241 134 55 59 47 33 2,5 16 <LQ
649 0 <LQ <LQ 4,9 16,6 28,5 19,4 45,9 233 231 79 73 77 116 36 19 16 <LQ
634 0 <LQ <LQ 12,5 411 30,5 40,5 57,6 2447 142,0 38,0 18,4 18,5 117 15 16 15 <LQ
627 0 11 <LQ 75 17,5 22,3 62,6 69,9 108,2 36,2 26,2 119 115 35 16 16 1,4 <LQ
389 0 18 <LQ 3,6 155 151 26,9 43,6 48,9 30,4 13,2 110 6,3 52 35 2,0 <LQ <LQ
388 0 2,8 <LQ 7,0 15,7 39,8 61,6 26,5 331 28,5 13,0 6,7 6,3 6,0 16 1,6 <LQ <LQ
B180 0 <LQ <LQ 28 88 6,2 28,5 213 8,1 10,0 6,6 64 139 54 16 15 <LQ <LQ

Média 0 58 2,7 10,4 19,9 34,9 68,8 96,7 36,8 19,6 13,2 84 55 35 14 12

Desvio 53 11 54 83 12,5 215 39,3 175 4,4 6,0 50 44 2.2 0,1 0,2

Padrio
CV (%) - 90,6 423 52,2 41,8 35,6 313 40,6 47,5 22,2 45,0 59,3 79,7 63,1 10,1 184

LQ = Limite de quantificacdo. Tabela original disponivel em Righ (2013).
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Tabela 2. Parametros farmacocinéticos obtidos a partir dos valores de concentracdo plasmatica
de doramectina 3,5%, em bovinos, de ambos 0s sexos, medicados vias subcutaneas, na dose de

1mL/50kg de peso corpéreo (700ug/kg). Dados obtidos na literatura.

Sexo Cmax (Mg))  Tmax AUC .y AUC () AUC (0-) Tuzel MRT
(dias)  (ug.dias/L)  (ug.dias/L) (ug.dias/L) (dias) (dias)
Macho 87,4 11,5 802,3 21,4 823,7 9,1** 7,9
(£83,3) (x (£ 356,9) (x13) (£356,7) (x1,9) (£1,0)
2,9)
Fémea 114,2 13,3 12273 15,0 12422 6,8 8,7
(x91,1) (x (+683,5) (£5,2) (£678,5) (x2,1) (£0,3)
1,5)

Os valores assinalados com * ou ** diferiram estatisticamente entre si (P<0,05). Tabela original disponivel em
Righ (2013).

Tabela 3. Numero médio de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Tele6ginas) em
bovinos experimentalmente infestados, pertencentes aos grupos controle e tratados; percentuais
de eficacia. Médias geométricas. CPPAR/FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, Brasil. Dados

obtidos na literatura.
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Grupos experimentais/Média de
teledginas desprendidas

Dias pos-tratamento Controle Doramectina Eficacia Doramectina
3,5% 3,5% (%)
Zero 168,39 183,08 -

1 46,33 38,76 23,0
2 129,04 64,66 53,9
3 145,87 55,46 65,0
4 96,75 26,70 74,6
5 76,72 9,46 88,6
6 83,34 521 94,2
7 98,15 6,25 94,1
8 166,99 5,32 97,0
9 118,70 5,90 95,4
10 95,92 2,49 97,6
11 94,00 2,19 97,8
12 103,05 3,85 96,5
13 118,44 2,56 98,0
14 115,73 2,04 98,3
15 123,50 2,55 98,1
16 75,75 4,26 94,8
17 103,45 4,24 96,2
18 99,85 2,32 97,8
19 41,88 1,89 95,8
20 38,82 2,89 93,1
21 38,39 2,07 95,0
22 53,00 2,39 95,8
23 63,84 1,71 97,5
24 57,14 3,43 94,4
25 31,16 2,06 93,9
26 29,20 1,92 93,9
27 25,71 1,08 96,1
28 23,92 1,45 94,4
29 28,85 2,05 93,4
30 28,30 0,65 97,9
31 29,13 2,60 91,8
32 20,92 1,22 94,6
33 36,11 2,02 94,8
34 46,73 1,04 97,9
35 33,42 0,91 97,5
36 68,41 2,34 96,8
37 61,50 1,30 98,0
38 51,46 2,03 96,3
39 34,15 2,73 92,6
40 19,55 1,08 94,9
41 37,68 2,26 94,4
42 41,43 4,06 90,9
43 34,84 6,84 81,9
44 36,06 7,69 80,3
45 37,69 13,01 68,2
46 53,04 13,88 75,9
47 47,88 14,35 72,4
48 51,25 12,57 77,4

Tabela original disponivel em Righ (2013).
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