N
oY

UNICAMP

RAFAELA DE CARVALHO BAPTISTA

MOXIDECTINA NO SORO DE CORDEIROS: PERFIL
FARMACOCINETICO E AVALIACAO DE SEUS RESIDUOS EM
DIFERENTES METODOS DE CONTROLE PARASITARIO

CAMPINAS
2013






NG

“a¥

umMiICARP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

RAFAELA DE CARVALHO BAPTISTA

MOXIDECTINA NO SORO DE CORDEIROS: PERFIL
FARMACOCINETICO E AVALIACAO DE SEUS RESIDUOS EM
DIFERENTES METODOS DE CONTROLE PARASITARIO

Orientador: Prof Dr. Felix Guillermo Reyes Reyes

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de
Campinas para obtengdo do titulo de Mestra em Ciéncia de Alimentos.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA DISSERTACAO
DEFENDIDA PELA ALUNA RAFAELA DE CARVALHO BAPTISTA E
ORIENTADA PELO PROF. DR. FELIX GUILLERMO REYES REYES

Assinatura do orientador

CAMPINAS
2013



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
CLAUDIA AP. ROMANO DE SOUZA - CRB8/5816 - BIBLIOTECA DA FACULDADE DE
ENGENHARIA DE ALIMENTOS — UNICAMP

Baptista, Rafaela de Carvalho

B229m Moxidectina no soro de cordeiros: perfil
farmacocinético e avaliacao de seus residuos em
diferentes métodos de controle parasitario / Rafaela de
Carvalho Baptista. -- Campinas, SP: [s.n.], 2013.

Orientador: Felix Guillermo Reyes Reyes.
Dissertagéo (mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1. QOvino - Criacdo. 2. Medicamentos veterinarios.
3. Moxidectina. 4. Farmacocinética. |. Guillermo Reyes
Reyes, Felix . Il. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Engenharia de Alimentos. IIl. Titulo.

Informacoes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Moxidectin in lamb serum: pharmacokinetic study and its
residues in different conditions of parasiticidal control
Palavras-chave em Inglés:

Sheep breeding

Veterinary drug

Moxidectin

Pharmacokinetics

Area de concentragdo: Ciencia de Alimentos
Titulagéo: Mestra em Ciéncia de Alimentos

Banca examinadora:

Felix Guillermo Reyes Reyes [Orientador]

Alda Lucia Gomes Monteiro

Marcia Regina Assalin

Data da defesa: 11-04-2013

Programa de Pés Graduacdo: Ciéncia de Alimentos



BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Felix Guillermo Reyes Reyes
Orientador

Profa. Dra. Alda Liacia Gomes Monteiro
Membro Titular
UFPR

Dra. Marcia Regina Assalin
Membro Titular
EMBRAPA

Prof. Dr. Miguel Arcanjo Areas
Membro Suplente
UNICAMP

Dra. Sonia Claudia do Nascimento de Queiroz
Membro Suplente
EMBRAPA



Vi



DEDICATORIA

A Deus que renova as minhas for¢as e a minha
familia como forma de reconhecimento por estarem
sempre ao meu lado, apoiando direta ou
indiretamente, e contribuindo para a realizacdo
deste sonho. Muito obrigada!

Vii



viii



AGRADECIMENTOS

A Deus, 2 minha familia e a0 meu namorado que sdo os meus alicerces. Apesar da distancia
fisica sei que estardo sempre presentes em minha vida. Agradeco ao Pai por mais esta
oportunidade; a minha familia e meu namorado pelo aprendizado constante, por prover a
motivacdo para a realizacdao de meus projetos, por me darem for¢cas e ndo permitirem que
eu esmorecesse frente aos obstaculos, por todo o amor, paciéncia e dedicacdo fornecida

nesta passagem. Obrigada por tudo o que me ensinaram e vem ensinando até hoje.

Ao Prof. Felix Guillermo Reyes Reyes por me aceitar em seu grupo de pesquisa e pela

orientacdo fornecida.

Aos membros da banca pelas horas dedicadas a esta pesquisa, pelos conhecimentos

transmitidos e as sugestdes e correcdes realizadas.

A Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP pela oportunidade de realizacio

do mestrado.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ) pela bolsa

de mestrado concedida.

A Fazenda Experimental da Universidade Federal do Paran pela criacio dos animais e
concessao das amostras de soro de cordeiro.
A Profa. Dra. Alda Monteiro pela idealizacio de um grande projeto e parte deste culminar

com a minha dissertacdo de mestrado.

A EMBRAPA Meio Ambiente por disponibilizar a realizagio deste trabalho no laboratério

de residuos e contaminantes.



Aos amigos do Laboratério de Residuos e Contaminantes da EMBRAPA Meio Ambiente:
Débora, Geane, Marcia Assalin, Maria, Marcia Godoy, Marley, Taciane, Eder, Sonia e
Vera, que me receberam de bragos abertos e me deram condi¢des para a realizacdo deste
trabalho. Em especial a Dra. Méarcia Assalin por todo auxilio fornecido, por toda a
paciéncia dispensada, pelos ensinamentos transmitidos e pela for¢a e incentivo dados nos

momentos dificeis.

Aos amigos do Laboratério de Toxicologia de Alimentos da FEA/UNICAMP: Juliana
Teles, Maria José, Katia Damascena, Michelle Del Bianchi, Luciana Branco, Silvia Pilco,

Silvia Helena, Renata Estaiano pelo apoio, conselhos e pela amizade.
Aos meus amigos pelo companheirismo, os conselhos e o incentivo nessa caminhada.
Agradeco a todas as pessoas que me dedicaram afeto, energia positiva, torceram e

contribuiram para que tudo isto desse certo! Agradeco também aos que colocaram

obstaculos no meu caminho. Com certeza contribuiram para que eu me tornasse mais forte.

Muito Obrigada
Rafaela de Carvalho Baptista



“Pai nosso, que estas no céu
Santificado seja 0 Vosso nome
Venha a nés o Vosso Reino
Seja feita a Vossa vontade
Assim na Terra como no Céu
O pao nosso de cada dia nos dai hoje
Perdoai as nossas ofensas
Assim como nés perdoamos a quem nos tem ofendido
E ndo nos deixei cair em tentacio
Mas livrai-nos do mal
Amém.”

Jesus Cristo, Mateus, 6:9-13

Xi



xii



INDICE

RESUMO GERAL Xxiii
SUMMARY XXV
INTRODUCAO GERAL 1
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 2

CAPITULO 1. Consideracoes sobre o uso de moxidectina na ovinoculturae 5
aspectos analiticos para a determinacio de seus residuos em soro de

cordeiro: uma revisao

RESUMO 7
ABSTRACT 8
INTRODUCAO 9
REVISAO BIBLIOGRAGIFA 10
ASPECTOS ECONOMICOS NA OVINOCULTURA 10
ENDOPARASITOSES GASTROINTESTINAIS EM PEQUENOS RUMINANTES 15
CONTROLE ANTI-HELMINTICO VERSUS RESISTENCIA 18
ANTI-HELMINTICA
LACTONAS MACROCICLICAS 21
Mecanismo de Acdo 23
Moxidectina 24
Natureza quimica e farmacocinética da moxidectina 25
METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DA MOXIDECTINA 28
Procedimento para a extragdo do analito da matriz 29
Métodos para a detec¢do da moxidectina 35
Espectrometria de massas 42
VALIDACAO DE METODOLOGIA 45
CONSIDERACOES FINAIS 47

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 43

xiii



CAPITULO II. Moxidectina no soro de cordeiros: perfil farmacocinético e
avaliacao de seus residuos em diferentes métodos de controle parasitario

RESUMO
ABSTRACT
INTRODUCAO
MATERIAIS E METODOS
Materiais e equipamentos
Padrdes analiticos, Solventes e Reagentes
Solucdes padroes
Amostras de soro de cordeiro
Equipamentos
Ensaios com os cordeiros
Estudo farmacocinético (Fase I)

Avaliagao dos métodos de controle parasitario em animais em pastagens (Fase II)
Método analitico

Preparo da amostra

Condig¢des do sistema LC-ESI-MS/MS

Validacdo do método
Avaliagdo dos parametros farmacocinéticos da moxidectina no soro

RESULTADOS E DISCUSSAO

Condicdes cromatograficas
Preparo da amostra
Validagdo do método analitico
Avaliacdo da disposi¢do da moxidectina no soro de cordeiros
Avaliacido dos métodos de controle parasitario em animais em pastagens (Fase II)
CONCLUSOES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
CONCLUSOES GERAIS
ANEXO

Xiv

55

57
59
60
62
62
62
62
63
63
64
64
65
66
66
67
68
70
71

71
75
77
83
89
89
89
94

96



INDICE DE FIGURAS

CAPITULO 1. Consideracdes sobre o uso de moxidectina na ovinocultura e aspectos

analiticos para a determinacio de seus residuos em soro de cordeiro: uma revisao.

Figural. Balanca comercial da ovinocultura no mundo. 11
Figura2. Producdo de ovinos no Brasil. 12
Figura3. Consumo per capita nacional de carnes no Brasil. 14
Figura4. Ciclo evolutivo dos nematédeos gastrointestinais em ovinos. 16
Figura5. Estrutura quimica comum a familia das Lactonas Macrociclicas 21
Figura 6. Subgrupo das lactonas. 22
Figura7. Diferencas estruturais entre avermectinas (I) e milbemicinas 23
(1D.
Figura 8. Diferencas estruturais entre nemadectina e moxidectina. 25
Figura9. llustracdo da técnica por SPE. 30
Figura 10. Modelo de ionizaga@o por eletronebulizacao. 43

Figura 11. Esquema de um equipamento do tipo (a) triplo quadrupolo e (b) 44

quadrupolo.

CAPITULO II. Moxidectina no soro de cordeiros: perfil farmacocinético e avaliacao de

seus residuos em diferentes métodos de controle parasitario

Figura 1. Fluxograma da marcha analitica. 67

Figura2. Cromatogramas da MOX e SEL na fase mdvel (a) sem adicao 72
de metanol e (b) com adicao de metanol.

Figura3. Mudanca no comportamento de ionizagdo da MOX apos 73
injecOes consecutivas das amostras a um volume de 10 pL,
verificado pela comparagdo das curvas em solucdo padrdao (PD)

e extrato fortificado (EF).

XV



Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Auséncia de efeito matriz significativo ao serem comparadas as
curvas em solu¢do padriao (PD) e extrato fortificado (EF) na
faixa de trabalho estudada.

Cromatogramas das amostras: (a) de soro branco com
monitoramento dos fragmentos m/z 528 e 235 da MOX, (b) de
soro branco com monitoramento dos fragmentos m/z 108 e 235
da MOX e (c) da matriz fortificada com 5 ng mL"' de MOX e
40 ng mL™ de SEL, monitorando os fragmentos m/z 108 e 235
da MOX.

Avaliacao do efeito matriz pela comparacdo das curvas em
solvente e extrato fortificado.

Curva analitica da matriz fortificada obtida pela divisao da area
da MOX/SEL (concentrac¢io do padrdo interno 40 ng mL™).
Curva analitica da moxidectina em solvente, extrato e matriz
fortificada.

Grafico dos residuos das curvas em solu¢do padriao (PD),
extrato (EF) e matriz fortificada (MF).

Perfil da concentracdo de moxidectina (MOX) no soro de
cordeiros versus tempo, apos a administracdo subcutanea de 0,2

mg kg'1 peso corporeo (n=7).

XVi

76

78

79

80

81

82

85



INDICE DE TABELAS

CAPITULO I. Consideracdes sobre o uso de moxidectina na ovinocultura e aspectos

analiticos para a determinacio de seus residuos em soro de cordeiro: uma revisao.

Tabela 1. Informacdo nutricional de diferentes tipos de carnes de origem 13
animal em cada 100g de carne assada

Tabela2. Grau de infec¢do em ovinos conforme a carga parasitdria para o 19
Haemonchus contortus.

Tabela3. Relacdo do grau FAMACHA com a coloragdo conjuntiva ocular 20

e com o hematodcrito

Tabela4. Propriedades fisico-quimicas da moxidectina 28

Tabela5. Meétodos para o preparo de amostra 33

Tabela 6. Métodos para a detec¢do de lactonas macrociclicas por LC — 40
MS/MS

Tabela7. Parametros analiticos da validagao 46

CAPITULO II. Moxidectina no soro de cordeiros: perfil farmacocinético e avaliacao de

seus residuos em diferentes métodos de controle parasitario

Tabela 1. Fragmentos de identificac@o e confirmag¢do dos analitos. 74

Tabela2. Valores dos parametros de validacdo do método por LC-ESI- 84
MS/MS para determinagdo de moxidectina (MOX) em soro de
cordeiro.

Tabela 3. Parametros farmacocinéticos da moxidectina (MOX) em soro 86
de cordeiro, apés administracdo subcutinea de 0,2 mg kg™ peso

corporeo.

XVii



XViii



LISTA DE ABREVIATURAS

AA - Anidro acético

ABM - Abamectina

ACN - Acetonitrila

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AUC — Area sob a curva

C18 — Octadecil

C8 - Octil

CIP — Controle Integrado de Pagras

CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Cmax - Concentracdo médxima

CV - Coeficiente de Variacao

DOR — Doramectina

DP — Desvio Padrio

EC - Comunidade Europeia (European Commission)

EM — Espectrometria de massas

EMA — Emamectina

LAPOC - Laboratério de Produgdo e Pesquisa em Ovinos e Caprinos
LC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

LMDR - Limite Minimo de Desempenho Requerido

LMR — Limite Médximo de Residuos

MS - Espectrometria de massas

MS/MS - Espectrometria de massas sequencial

EPR - Eprinomectina

ESI - Ionizacao por electronebulizagdo (Eletrospray Ionization)

FA — Fase aquosa

FAO - Organizagao das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(Food and Agriculture Organization of the United Nations)

FDA - Administra¢do de Drogas e Medicamentos (Food and Drug Administration)

FE - Fase Estacionaria

XiX



FLD - Detecc¢do por fluorescéncia

FM - Fase movel

GABA — Acido gama aminobutirico

H,O - Agua

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IP — Pontos de indentificacdo

IUPAC - Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
IVM — Ivermectina

Ke — Constante de eliminacdo

Ko/w — Coeficiente de parti¢do

LMs — Lactonas Macrociclicas

LOD - Limite de deteccao

LOQ - Limite de quantifica¢io

MAPA - Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
MeOH — Metanol

MI - 1-metilimidazol

MOX — Moxidectina

MRM - Monitoramento de Rea¢do Muiltipla

MgSO, . Sulfato de Magnésio

NaCl - Cloreto de s6dio

NEM - Nemadectina

OPG - Contagem de Ovos por Grama de Fezes

pc — Peso corporal

Pgp — P-glicoproteina

PI — Pirimidina

PK — Parametros Farmacocinéticos

PSA — Amina primdria e secunddria

Q — Quadrupolo

Q. — Célula de colisao

QqQ - Triplo Quadrupolo

XX



QuEChERS - Répido, Facil, Econdmico, Efetivo, Robusto e Seguro
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)

R*— Coeficiente de correlagdo linear

SEL - Selamectina

SPE - Extracdo em fase s6lida (Solid Phase Extraction)

SPE-d - Extracdo Dispersiva em Fase Solida

ti2— Tempo de meia vida

TEA — Trietilamina

TFAA - Anidro trifluoroacético

Tmax - Tempo da concentragdo maxima

WHO - World Health Organization

XXi



XXii



RESUMO GERAL

A ovinocultura vem despertando enorme interesse em todas as regides do Brasil e sua
producdo destina-se, principalmente, na criacdo de cordeiros. Contudo, um dos grandes
impasses nos sistemas de producdo, especialmente em pastagens, sdo as parasitoses
gastrointestinais. Os problemas associados com os parasitas acarretam danos a sadde dos
animais, reduzindo o seu desempenho e os lucros do produtor. Como medida profilética,
faz-se uso dos anti-parasitirios, medicamentos veterindrios com agdo contra endo e
ectoparasitas. Contudo, a utilizacdo indiscriminada dos fiarmacos tem favorecido o
desenvolvimento de estirpes resistentes responsdveis pela rdpida ineficicia do composto.
Como medida de controle dos nematoides gastrointestinais nas criagcdes comerciais de
ovinos, o farmaco costuma ser administrado baseando-se no resultado de duas formas de
exame diagndstico: contagem de ovos dos parasitas nas fezes e o teste FAMACHA®
(exame da colora¢do da mucosa ocular) ou a aplicacao do composto em periodos regulares
de 28 dias, independente de exame. Na tentativa de determinar a melhor posologia
(dose/frequéncia) do anti-helmintico a ser empregado na prética, busca-se o melhor
entendimento de suas propriedades farmacocinéticas, ou seja, determinar a quantidade do
farmaco disponivel no organismo para geracdo de um efeito terapéutico adequado. A
moxidectina (MOX) € uma lactona macrociclica que tem se destacado nos dltimos anos
pela sua eficiéncia anti-helmintica em baixas doses e pela longa persisténcia no organismo
dos animais. Deste modo, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver e validar um
método analitico, empregando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-ESI-MS/MS), avaliar o perfil farmacocinético da MOX no soro de cordeiros, assim
como comparar as concentracdes dos residuos presentes no soro de animais submetidos a
diferentes métodos de controle parasitirios em condi¢Oes de criacdo comercial em
pastagens. O método analitico desenvolvido foi validado apresentando exatidao entre 80-
107,3 % e valores de precisdo entre 1,7-6,7 %. Os limites de detecgao (LOD) e
quantificagdo (LOQ) determinados foram de 2,0 ng mL™" e 5,0 ng mL", respectivamente.
Os resultados dos parametros de validacdo demonstraram que o método foi adequado para

determinar a presenca da MOX no soro de cordeiro. A disposicio da MOX no soro foi

xxiii



avaliada em cordeiros da raca suffolk (n=7), apSs administra¢io subcutinea de 0,2 mg kg
de peso corpdreo, em uma unica dose. As concentracdes de MOX no soro apresentaram
valores de Cmax 8,5 + 2,81 ng mL'l, e Tmax de 1 + 0,7 dias. Os valores da AUC ¢-0 e T2
foram 82,42 + 8,02 ng diamL"' e 7,66 = 1,62 dias, respectivamente. Os resultados indicam
uma absorc@o subcutdnea lenta e, portanto, maior tempo de exposicdo sist€mica e menor
disponibilidade do fiarmaco na circulacdo sanguinea, quando comparado com outras
espécies como caprinos, bovinos ou com a ivermectina. Nenhum dos diferentes métodos de
controle parasitarios avaliados apresentou residuos de MOX no soro superiores ao limite de

quantificacdo do método.
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SUMMARY

The sheep breeding has aroused great deal of interest in all regions of Brazil and its
production is mainly intended to the creation of lambs. However, the gastrointestinal
parasitosis is one of the major difficulties in the production systems, especially in the field.
Parasites cause animals’ health damage, reducing their performance and the profits of the
producer. As a consequence parasiticides are used as prophylactic measure. However, care
on their use must be taken, since the indiscriminate use of veterinary drugs has favored the
development of resistant strains, responsible for the loss of the drug effectiveness. As a
control of gastrointestinal nematodes in the commercial sheep breeding, the veterinary drug
is usually administered based on the result of two forms of diagnostic test: faecal egg count
of parasites and the FAMACHA® test (examination of ocular mucosa color), or on the
application of the veterinary drug at regular periods of 28 days, independently of any
diagnostic test. In an attempt to determine the optimal dosage (dose / frequency) of the
parasiticide to be used in practice, it is necessary the better understanding of their
pharmacokinetic properties, in order to determine the amount of drug available in the body
to generate an adequate therapeutic effect. Moxidectin (MOX) is a macrocyclic lactone that
acts against endo and ecto-parasites, and has come to prominence in recent years due to its
effectiveness at low doses and long persistence in the organism of the animals. Thus, the
present study aimed to develop and validate an analytical method employing liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS), evaluate the
pharmacokinetic profile of MOX in the serum of lambs, and to compare the MOX residue
levels on the serum of animals subjected to different parasiticidal method of control in
conditions of commercial breeding in the field. The validated analytical method presented
between 80 to 107.3 % accuracy, and precision values between 1.7 - 6.7 %. The limits of
detection (LOD) and quantitation (LOQ) were 2.0 ng mL™" and 5.0 ng mL", respectively.
The results of the validation parameters showed that the method was suitable to determine
the presence of MOX in the lamb serum. The pharmacokinetic profile of MOX was
evaluated in suffolk race lambs (n = 7), after a single subcutaneous dose administration of

0.2 mg kg body weight. The serum concentrations of MOX showed Cmax value of 8.5 +

XXV



2.81 ng mL", and Tmax of 1 day. The AUCy-0 and the T\, were 82.42 + 8.02 ng day.mL"
and 7.66 + 1.62 days, respectively. The results indicated a slow MOX subcutaneous
absorption and, therefore, increased systemic exposure time and low availability of the drug
in blood circulation, when compared to other species such as goats or cattle, or to
ivermectin. None of the different parasiticidal control methods evaluated showed MOX

residue levels above the LOQ of the analytical method.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a ovinocultura é uma atividade em grande desenvolvimento, justificado
por investimentos crescentes e nas estratégias de conquistas de comercializa¢do, sendo
encontrados, frequentemente, sistemas de criacdo caracterizados por pastagens com altas
lotagdes e, consequentemente, com grande contaminacgdo de larvas (Viana, 2008).

Como medida profildtica, faz-se uso dos anti-helminticos, medicamentos
veterindrios com a¢do contra endo e ectoparasitas, buscando garantir a producao e evitando
os riscos de perdas nos rebanhos. Um dos principais fairmacos utilizados no Brasil, que
ainda apresenta eficdcia nos rebanhos ovinos do pais € a moxidectina (MOX), uma
milbemicina pertencente a classe das lactonas macrociclicas (Molento, 2009; Chagas,
2009).

A principal medida de controle dos nematoides gastrointestinais € a utilizagdo de
anti-helminticos, drogas veterindrias com agdo contra ecto e endoparasitas, sendo a
moxidectina, a molécula dessa classe que mais vem ganhando destaque na ovinocultura no
Brasil devido a sua longa persisténcia no organismo em baixas doses administradas
(Molento, 2009; Chagas, 2009).

A utilizagdo abusiva e/ou inadequada dos firmacos tem ocasionado a resisténcia
parasitaria dos nematoides e contribuido para a presenca de residuos desses compostos nos
alimentos de origem animal destinados para consumo humano. A presenca desses residuos
representa riscos a saide humana devido a toxicidade, assim como potencial impacto
ambiental e constitui entraves a exportagdo. Deste modo, a fim de orientar o controle dos
nematoides gastrintestinais em pequenos ruminantes € minimizar a presenca de residuos
dos farmacos nos alimentos, o produtor tem trabalhado com a premissa de apenas tratar os
animais altamente parasitados e, deste modo, na selecio dos cordeiros que sdo
geneticamente resistentes (Molento, 2005).

Quanto a decisdo sobre a administracio dos anti-helminticos, trés diferentes
tratamentos tém sido empregados: o tratamento preventivo, onde o firmaco é administrado
a cada 28 dias em todo o rebanho, mesmo sem o diagndstico efetivo sobre a necessidade da

aplicacdo, com o objetivo de evitar infec¢des clinicas ou subclinicas; o teste de contagem



de ovos por grama de fezes (o qual oferece uma estimativa da infeccdo) e o teste
FAMACHA®. Este ultimo identifica animais altamente parasitados pela andlise da
coloragdo da membrana conjuntiva (Sotomaior et al., 2007; Van Wyk e Bath, 2002).

Para estimar a eficdcia terapéutica do firmaco administrado busca-se determinar os
parametros farmacocinéticos (PK), os quais determinam a quantidade do farmaco
disponivel no organismo para a geragdo de um efeito terapéutico adequado, obtendo assim,
as melhores taxas de erradicac@o parasitdria com os menores niveis de resisténcia da droga
(Frimodt-Moller, 2002).

Para monitoramento desta lactona no soro de cordeiro, diversos métodos analiticos
para a determinacdo de residuos de MOX tém sido desenvolvidos, empregando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia como técnica de separacdo, associada a detectores
de fluorescéncia (Death ef al., 2011; Ballent er al., 2011; Eraslan et al., 2010) ou ainda,
associada a espectrometria de massas (MS) (Turnipceed et al., 2005; Rubensam et al.,
2011; Nope et al., 2009; Ginanete et al., 2011).

Na etapa de preparo de amostras, a maioria dos procedimentos de extragdo envolve
o uso de acetonitrila para precipitacdo da proteina e remoc¢ao do analito, seguida por uma
etapa de limpeza do extrato (Death et al., 2011; Ballent et al., 2011; Eraslan et al., 2010).

Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver e validar um método
para extracdo, quantificacdo e confirmagdo dos analitos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas (LC-ESI-MS/MS), a fim de determinar os
residuos de MOX no soro de cordeiros, servindo de base para o estudo farmacocinético e

para comparac¢do dos diferentes métodos de controle parasitario.
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CAPITULO I
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RESUMO

A ovinocultura é uma das principais atividades pecudrias desenvolvidas no Brasil e tem se
expandido significativamente para vdrias regides na ultima década. O seu crescimento €
decorrente principalmente da produgdo de carne e do crescimento dos rebanhos de ovinos.
O grande impasse nos sistemas de produgcdo sdo as parasitoses gastrointestinais. Os
problemas associados com os parasitas acarretam danos na saide do animal, como redugdo
de peso, perda do desempenho e capacidade reprodutiva, podendo inclusive leva-lo a
morte. Como medida de controle dos nematoides faz-se uso dos anti-helminticos, firmacos
veterindrios com acgdo contra ecto e endoparasitas. Todavia, o uso indiscriminado de
medicamentos veterindrios tem gerado resisténcia parasitaria, podendo torna-los ineficazes
em pouco tempo de uso. Assim, como medida de controle, o medicamento veterinario é
comumente administrado baseado em duas formas de exame diagndstico: contagem de
ovos por grama de fezes e o teste FAMACHA® (examinagdo da mucosa ocular), ou a
aplicacdo do composto em periodos regulares de 28 dias, independente de exame. A
moxidectina é uma lactona macrociclica que vem ganhando destaque devido a sua eficicia
em baixas doses administradas e longa persisténcia no organismo dos animais tratados.
Para determina¢do da MOX no soro de cordeiros, métodos analiticos simples e rapidos t€ém
sido desenvolvidos baseados na extracdo com acetonitrila, clean-up por extracdo em fase
s6lida dispersiva empregando amina primdria e secunddria (PSA), e métodos de detecgdo
do firmaco por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detectores de
fluorescéncia ou espectrometria de massa. Assim, este artigo de revisdo tem como objetivo
apresentar aspectos econdmicos relacionados com a criagdo de ovinos, parasitoses
gastrointestinais e seu controle associado com os sistemas de producdo comercial, e o
contexto de uso atual de MOX, incluindo aspectos relacionados com métodos analiticos

para a sua determinagdo.

Palavras-chave: ovinocultura, moxidectina, controle dos nematoides, métodos analiticos.



ABSTRACT

The sheep breeding has aroused great deal of interest in all regions of Brazil and its
production is mainly intended to the production of lamb meet. However, the gastrointestinal
parasitosis is one of the major difficulties in the production systems, especially in the field.
Parasites cause animals’ health damage, such as weight reduction, loss of performance and
productive capacity, and can take them to death, reducing the profits of the producer. As a
consequence paraciticides are used as prophylactic measure. Nonetheless, care on their use
must be taken, since the indiscriminate use of veterinary drugs has favored the development
of resistant strains, responsible for the loss of the drug effectiveness, even at little time of
use. As a consequence, as a measure to control the gastrointestinal nematodes in the
commercial sheep breeding, the veterinary drug is usually administered based on the result
of two forms of diagnostic test: faecal egg count of parasites and the FAMACHA® test
(examination of ocular mucosa color), or on the application of the veterinary drug at regular
periods of 28 days, independently of any diagnostic test. Moxidectin (MOX) is a
macrocyclic lactone that acts against endo and ecto-parasites, and has come to prominence
in recent years due to its effectiveness at low doses and long persistence in the organism of
animals. For MOX determination in the serum of lambs, simple and rapid analytical
method has been developed based on acetonitrile extraction, extract cleanup employing
dispersive solid phase extraction using primary and secondary amine (PSA), associated to a
liquid chromatographic method with fluorescence detectors or mass spectrometry analyzer.
In this regard, this review article aims to present economical aspects related to sheep
breeding, gastrointestinal parasitosis and its control associated with the commercial
production systems, and the context of current use of MOX, including aspects related to

analytical methods for its determination.

Keywords: sheep breeding, moxidectin, nematodes control, analitycal method.



INTRODUCAO

No Brasil, a ovinocultura é uma atividade em grande desenvolvimento, justificado
por investimentos crescentes na atividade e nas estratégias de conquistas de
comercializacdo. Estas e outras acOes culminaram no crescimento do numero de
estabelecimentos rurais com a presenca de ovinos no Brasil, inclusive para locais onde
antes a ovinocultura era insignificante (Vieira, 2003).

A ovinocultura estd baseada, frequentemente, em um sistema de producdo
caracterizada por pastagens com altas lotacdes e, consequentemente, grande contaminagao
de larvas. As infec¢Oes por nematddeos gastrintestinais t€m se constituido um importante
entrave a expansao da ovinocultura de corte, destacando-se, como principal parasita, o
Haemonchus contortus (Vieira, 2003).

A principal medida de controle dos nematédeos gastrointestinais € a utilizacdo de
anti-helminticos, medicamentos veterindrios com ac@o contra ecto e endoparasitas. A
moxidectina, uma milbemicina pertencente a classe das lactonas macrociclicas, € o
antiparasitirio que mais vem se destacando na ovinocultura no Brasil, na ultima década,
devido a sua persisténcia no organismo em baixa dose (Molento, 2009; Chagas, 2009).

O uso prolongado ou indiscriminado dos fdrmacos tem ocasionado a resisténcia
antiparasitaria, contribuindo para a ineficicia do medicamento. Dentre as formas de
melhorar o controle dos nematddeos, pode-se trabalhar com a premissa de apenas tratar os
animais altamente parasitados, o que leva a sele¢do de cordeiros que sdo geneticamente
resistentes. Para avaliacdo da carga parasitdria, dois exames diagndsticos podem ser
realizados: o exame regular de fezes no rebanho para fornecer uma contagem de ovos dos
parasitos por grama de fezes (OPG), como estimativa da infeccdo, ou o exame da
conjuntiva ocular de pequenos ruminantes, conhecido como teste FAMACHA® (Bath, Van
Wyk, 2001). Outra pritica comum € a desverminagdo de todos os animais do lote ou da
propriedade em periodos regulares, em func¢do de pequena porcentagem de animais com
alta carga parasitdria, objetivando evitar infeccdes clinicas ou subclinicas, o que leva a
aplicacdo do medicamento em animais que ndo estdo parasitados, aumentando os custos e

podendo ocasionar a resisténcia parasitaria (Molento, 2009).



Neste contexto, para garantir a eficicia dos tratamentos antiparasitarios, busca-se o
melhor entendimento das propriedades farmacocinéticas das drogas administradas. Os
parametros farmacocinéticos (PK) permitem determinar a quantidade do farmaco
disponivel no organismo para geracdo de um efeito terapéutico adequado, obtendo-se
assim, as melhores taxas de erradicacdo parasitdria com os menores niveis de resisténcia
(Frimodt-Moller, 2002).

Os estudos farmacocinéticos compreendem a administracdo do medicamento ao
animal e a coleta de fluidos biolégicos em tempos predeterminados, com posterior
quantificacdo do fiarmaco, empregando-se método bioanalitico desenvolvido e validado
para esta finalidade (Frimodt-Moller, 2002).

Para monitoramento do firmaco no soro de cordeiros, métodos analiticos que
apresentem seletividade e sensibilidade adequadas devem ser desenvolvidos. Deste modo, o
presente trabalho tem como objetivo avaliar a disposi¢do da MOX no soro de cordeiros,
assim como comparar os residuos do firmaco no soro de animais submetidos a diferentes
tratamentos antiparasitirios em condicdes de criacio no campo. Para tanto, foi
desenvolvido e validado método analitico para determinacdo de MOX no soro por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e acoplada a espectrometria de massas (LC-ESI-
MS/MS). Estas informac¢es sdo indispensdveis para uma maior seguranga sobre a

utilizacdo dos produtos veterindrios nos sistemas de producao.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

ASPECTOS ECONOMICOS DA OVINOCULTURA

A ovinocultura € a parte da Zootecnia que estuda a criacdo de ovinos. Segundo
Calfat (2012), os ovinos sao divididos em classes de acordo com a idade e o sexo, sendo
classificados em: cordeiro, geralmente até 6 meses de idade de ambos os sexos, recém-
desmamados ou em periodo de aleitamento; borrego, entre 6 meses € um ano de vida;
ovelha, fémea adulta com idade acima de um ano e carneiro, macho adulto com idade

superior a um ano.
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A produgdo mundial de carne ovina situa-se em torno de 14.200.000 toneladas/ano.
Segundo a FAO (2009), a China destaca-se como o maior produtor de ovinos do mundo,
seguida da India, Austrdlia e Nova Zelandia. Apesar de constituir-se no maior criador de
ovinos, o comércio internacional € abastecido, predominantemente, pelos paises da
Austrdlia e Nova Zelandia, onde existem sistemas de producdo e comercializacio
especializados para 1 e carne (Figura 1). O principal destino para a exportacdo da carne
ovina é a Comunidade Europeia. O Brasil contribui com menos de 1,0% da producgdo

mundial de carne ovina, sendo detentor de 1,4% do rebanho mundial (FAO, 2009; Viana,

2008).
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Figura 1. Balanga comercial da ovinocultura no mundo.

Fonte: FAQO, 20009.

Segundo o IBGE (2010), o numero efetivo de ovinos no Brasil foi de 17.381
milhdes de animais, registrando um aumento de 1,6 % em relacdo aos dados obtidos em
2009. A produgdo de came ovina € uma atividade que vem se desenvolvendo
gradativamente no Brasil, sendo caracterizada pela sua expansio para diferentes regides,
inclusive para locais onde antes a ovinocultura era insignificante. Este crescimento é

impulsionado pelo aumento da demanda de produtos e subprodutos oriundos da cadeia

produtiva, tanto para o mercado interno quanto externo. Do ponto de vista social, a
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ovinocultura tornou-se mais uma alternativa para a geracdo de renda em pequenas
propriedades rurais (IBGE, 2010).

O maior rebanho do pais concentra-se no estado do Rio Grande do Sul com 22,9%
do efetivo total. J4 em termos regionais, o Nordeste se destaca como a regido com o maior
nimero de cabecas, com 56,72% em relacdo a todo o pais. Nessa regido, os maiores
rebanhos encontram-se nos estados da Bahia (18,0%), Ceara (12,1%), Pernambuco (9,3%)
e Piaui (8,0%) (Figura 2). O enfoque de grande parte da produgdo estd voltado para a
cidade de Sao Paulo, que é o maior e mais exigente mercado consumidor do pais. Contudo,
a produgdo brasileira de carne ovina ndo é capaz de abastecer a demanda interna desta

cidade, de modo que uma parcela do produto consumido no pais € importada (IBGE, 2010).
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Figura 2. Producdo de ovinos no Brasil.

Fonte: IBGE, 2010.

A demanda pela carne ovina concentra-se na produ¢do de cordeiros, em virtude da
maior maciez da carne. A carne do ovino adulto € menos atraente pelo aspecto, consisténcia
e sabor, sendo mais utilizadas para o preparo de embutidos. Dentre as carnes vermelhas, a
carne dos ovinos destaca-se por seu alto valor nutritivo, sendo rica fonte de proteinas,
vitaminas do complexo B, ferro, cdlcio e potéssio. E fonte de proteinas de alta qualidade e
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contém todos os aminodcidos essenciais, bastando 100 g de carne magra de cordeiro (que
somam apenas 200 calorias) para satisfazer a metade das necessidades proteicas de um dia.
Difere das carnes vermelhas, principalmente da carne bovina, por apresentar baixas
concentracdes de lipidios e, sobretudo, pela pequena quantidade de gorduras saturadas

(Calfat, 2012), conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Informacao nutricional de diferentes tipos de carnes de origem animal, em cada

100g de carne assada.

Origem Calorias Gorduras Gorduras Proteinas Ferro
(g) saturadas (g) (g) (g)
Caprino 131-165 2,76-3,75 0,85 18,1-25 3,54
Carneiro 252 17,14-32,8 7,82 14,4-24 1,50
Cordeiro 163 9,5 5,40 19,3 1,50
Bovino 244-263 17,14-18,12 7,29 18,7-25 3,11
Suino 216-332 16,6-25,72 9,32 15,5-24 29
Frango 129 3,75 1,07 24-25 1,61

Fonte: DAIRY GOAT JOURNAL, 1996, citado por MOREIRA et al., 1997.

Apesar dos beneficios no consumo da carne de ovinos, segundo Paulo Afonso
Schwab, presidente da Associacdo Brasileira de Criagdo de Ovinos, o consumo per capita
de carne ovina no Brasil é de apenas 400 gramas por pessoa, por ano, € estd muito abaixo
de outros tipos de carne, como a de aves que chega a 43,4 kg/ano, a bovina, que € de 37,4

kg/ano e a suina, que € de 14,1 kg/ano (Figura 3) (Viegas, 2012).
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Figura 3. Consumo per capita nacional de carnes no Brasil.

Fonte: Viegas, 2012.

Em 2011, o consumo brasileiro de carne ovina alcangou 88,4 mil toneladas e desta
quantidade, 74,4 mil toneladas foram provenientes do abate informal. A producdo
inspecionada, ou seja, o abate oficial, foi de apenas 6,1 mil toneladas e as importagdes
chegaram a 7,8 mil toneladas. O presidente revela ainda que a carne ovina € pouco
consumida no Pais em razdo de uma série de fatores, como falta de habito de consumo pela
populacdo, irregularidade da oferta, ma qualidade do produto colocado a venda, em razdo
de boa parte vir do abate informal e a ma apresentacdo do produto ao publico (Viegas,
2012).

Segundo Calfat (2012), apesar do baixo consumo da carne ovina, a criacdo de
cordeiros € uma das atividades mais promissoras do agronegocio nos dias atuais. O
mercado cresce exponencialmente, com retorno rdpido, e a tendéncia € de que se mantenha
em expansdo. Dentre os fatores, nos cendrios nacional e internacional, que contribuem para
essa vertente destacam-se as condi¢des climdticas e a grande extensdo territorial do pais,
favoravel a criagdo da espécie, o ficil manejo, a alta eficiéncia de ganho de peso, os
investimentos crescentes na atividade, as estratégias de conquistas de novos mercados e a

mudanca de atitude da populacdo no que se refere a propria alimentagdo. Estima-se que, em

14



no maximo uma década, a carne de cordeiro serd uma opcao efetiva de proteina animal na

mesa dos brasileiros (Viana, 2008).

ENDOPARASITOSES GASTROINTESTINAIS EM PEQUENOS RUMINANTES

Muito embora a producdo de ovinos seja uma atividade pecudria extremamente
promissora, existem vdrios fatores que limitam o aumento da produtividade, entre eles a
infec¢do por nematédeos gastrointestinais (Vieira, 2003).

Virios levantamentos ttm sido realizados no Brasil a fim de determinar as
helmintoses de ocorréncia em ovinos e caprinos. Na regido Norte pode-se citar
Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Cooperia curticei, Oesop
hagostromum columbianum e Trichuris spp (Braga e Gibardi, 1991); na regidao Sul
destacam-se Hamonchus contortus, Trichostrongylus axei, Trichostrongylus colubriformis,
Teladorsagia circumcincta, Ostertagia ostertagi, Cooperia spp, Nematodirus spatigher,
Oesophagostostromum venulosum e Trichuris ovis (Ramos et al., 2004); na regidao Sudeste,
observou-se a ocorréncia de Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis,
Oesophagostromum columbianum, Cooperia curticei e Strongyloides papillosus (Amarante
et al., 2004) e na regido Nordeste os ovinos albergam Haemonchus contortus,
Trichostrongylus conlubriforms, Trichostrongylus axei, Trichuvis spp, Cooperia spp,
Oesophagostostromum  columbianum, Strongyloides papillosus, Skrjabinema ovis,
Bunostomum trigonocephalum. Em todas as regides citadas, o parasita predominate é o
Haemonchus contortus (Silva et al., 2003; Arosemena et al., 1999).

O ciclo de vida de nematédeos gastrointestinais de ovinos € direto e pode ser
dividido em fase parasitdria e fase de vida livre (Figura 4). Os parasitas adultos localizam-
se em um segmento do sistema gastroentérico, onde copulam e liberam ovos microscopicos
que sdo eliminados nas fezes. Apos alguns dias, esses ovos eclodem, iniciando o periodo de
desenvolvimento das larvas, com a formacgdo das subsequentes mudas. Durante o periodo
de chuvas ou o préprio pisoteio dos animais, possibilita-se que as larvas se espalhem pelo
pasto e sejam encontradas nas partes mais altas das plantas da pastagem, onde sdo ingeridas
pelos animais. Apds a ingestdo e desembainhamento no rimen, as larvas sofrem duas

mudas. Exatamente antes da muda final, desenvolvem a lanceta perfurante que lhes permite
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a obtencao do sangue dos vasos da mucosa do abomaso, local de fixacao do Haemonchus
contortus. Quando adultos, movem-se livremente na superficie da mucosa (Urquhart et al.,

1998). A partir desse ponto o ciclo se repete.
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Figura 4. Ciclo evolutivo dos nematédeos gastrointestinais em ovinos.

Fonte: McManus et al., 2011.

A epidemiologia do local é de extrema importancia para o ciclo evolutivo completo
das larvas. Urquhart et al., (1998), ressaltam, como os elementos mais importantes para o
desenvolvimento larval do ambiente externo, a temperatura (6tima entre 18 e 26 °C) e a
umidade (ideal entre 80 a 100%), salientando que, em climas secos. O microclima das
fezes ou da superficie do solo ainda pode ter umidade suficiente para permitir o
desenvolvimento das larvas.

As helmintoses gastrintestinais, em especial Haemonchus contortus, constituem o
principal fator limitante para a producdo de ovinos no mundo inteiro (McManus et al.,
2011). As perdas causadas pelas verminoses sdo determinadas ndo somente pelos efeitos
agudos da doenca, que em muitos casos resultam em morte do animal infectado, mas,
principalmente, pelos danos indiretos causados por infec¢des cronicas, acarretando

desenvolvimento corporal lento, perda de peso, redu¢do na producao de carne, leite e 1a e
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aumento das despesas associadas ao controle de doengas, especialmente nos animais jovens
e debilitados como os cordeiros, que estio em fase de crescimento (Krychak-Furtado,
2006). A enfermidade e seus efeitos sdo mais evidentes em fémeas paridas e animais jovens
devido a baixa imunidade.

Para tratamento das infec¢des, faz-se uso dos anti-helminticos, medicamentos
veterindrios com acdo contra endo e ectoparasitas, garantindo a producdo e evitando os
riscos de perdas no rebanho. Embora a maioria das drogas, quando inicialmente
comercializadas, sejam muito eficazes, nenhuma droga pode ser garantida para eliminar
integralmente os parasitas presentes. Esses vermes residuais se multiplicam, criam
resisténcia e transferem os genes para a proxima geracdo. O desenvolvimento da resisténcia
a uma droga geralmente acontece dentro de cinco a oito geragdes apos a introduc¢do da nova
classe de composto, sendo aproximadamente um ano o intervalo maximo de uma geracao
de nematddeos gastrintestinais em ruminantes (Molento, 2009; Chagas, 2009).

Este problema potencial tem sido reconhecido e os agricultores sdo aconselhados a
respeitar as recomendagdes dos fabricantes em relacao as doses, aos intervalos de aplicagdo
e ao tempo de caréncia. No entanto, esta recomendagdo tem sido amplamente ignorada
devido a constancia na oferta de produtos no mercado e a tentativa de elevar o ganho
econdmico na venda de cordeiros. Deste modo, a grande frequéncia de tratamentos
contribui para a resisténcia dos parasitas e para a diminuicdo da vida util do farmaco
(Vieira, 2003; Hepworth et al., 2006).

Em funcdo da baixa eficicia de varios principios ativos utilizados no Brasil (tal
como a ivermectina, que ja se apresenta ineficaz nos rebanhos ovinos do Sul do pais,
mesmo quando aplicada em até quatro vezes a dose recomendada), nos ultimos dez anos
outras substincias comecaram a ser utilizadas. No rebanho pertencente a Fazenda
experimental da Universidade Federal do Parand, a partir de 2002, em funcao da elevada
resisténcia as avermectinas € aos benzimidazoéis, adotou-se o uso de uma milbemicina
(MOX) e de um composto substituto fendlico (nitroxinil) para o controle das parasitoses.
Esses principios, especialmente a MOX, t€m sido adotados também pelos produtores e nas

Cooperativas de produtores de carne ovina do estado do Parana. O uso da MOX tem sido
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constatado nos ultimos dez anos em varios outros estados brasileiros, como Sdo Paulo,

Minas Gerais e Rio Grande do Sul (Molento, 2009; Chagas, 2009).

CONTROLE ANTI-HELMINTICO VERSUS RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA

Diversas estratégias t€ém sido estudadas no sentido de promover métodos que
auxiliem no controle dos nematddeos gastrintestinais de pequenos ruminantes. Desta forma,
o Controle Integrado de Parasitos (CIP) vem sendo cada vez mais difundido. O CIP
combina métodos de utilizacdo de anti-helminticos com métodos que nao utilizam estes
produtos, visando manter niveis aceitdveis de infeccdo em animais de produ¢dao (Molento,
2005).

Com relagdo a aplicacdo do CIP, diversas estratégias de controle vém sendo
estudadas na tentativa de contribuir com a diminui¢do da contaminacdo dos animais e
pastos, entre as quais podem ser citadas: manejo dos rebanhos e da pastagem, nutri¢do,
selecdo de animais resistentes, controle biol6gico, vacinas, fitoterapia, a utilizacdo de
técnicas para avaliagdo do grau de infec¢dao (Molento, 2005).

Dentre as estratégias de controle, o tratamento seletivo ¢ um método comumente
utilizado para decidir se os animais devem ser ou ndo tratados conforme o grau de infecc¢ao
do animal. Para avaliar a carga parasitdria, dois tipos de exames diagndsticos podem ser
utilizados: a contagem de ovos por grama de fezes e o teste FAMACHA® (Sotomaior,
2007).

A realizacdo regular dos exames de fezes em 10 a 20% do rebanho fornece uma
contagem de ovos por grama de fezes (OPG), como estimativa da infec¢do (Tabela 2).
Através do exame de OPG, pode-se realizar o teste de eficdcia dos farmacos utilizados, os
animais parasitados s@o distribuidos aleatoriamente em grupo tratado e grupo nio tratado,
ou controle. Sdo necessarios, no minimo, dez animais para cada grupo a fim de permitir
interpretacdo confidvel dos resultados. Apds 10 a 14 dias do tratamento, faz-se coleta de
fezes diretamente do reto de cada animal e encaminha-se ao laboratdrio para a contagem de
ovos nas fezes, comparando-se o percentual de reduc@o na eliminacdo de ovos nas fezes

nos dois grupos. O teste permite avaliar a eficicia de um vermifugo e decidir, conforme a
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linha de corte estabelecida, se o animal deve ser ou ndo desverminado. Embora nem sempre
o exame de fezes reflita com precisdo a carga parasitiria no animal e a gravidade da
infeccdo, apresenta como vantagem sua facilidade de execucdo no campo. Atualmente, é
consenso entre 0s pesquisadores que o mais importante ¢ manter 0os animais com uma carga
parasitiria intermedidria que permita o desenvolvimento da imunidade, mas sem

comprometer a producdo de carne, leite ou pele (Sotomaior et al., 2007).

Tabela 2. Grau de infeccio em ovinos conforme a carga parasitaria para o Haemonchus

contortus.

CARGA PARASITARIA (OPG) INFECCAO

<500 Leve
500 —1.500 Moderada
1.501 —3.000 Pesada
> 3.000 Fatal

OPG: Ovos por grama de fezes.

Fonte: Sotomaior et al., 2007.

Outro método largamente utilizado ¢ o FAMACHA®, este sistema foi idealizado
para identificar, através da coloragdo da membrana conjuntiva, animais capazes de suportar
uma infec¢do por H. contortus (parasita hematéfago do abomaso), portanto, trabalha com a
premissa de apenas tratar os animais altamente parasitados e deste modo direcionar o
produtor para a selecdo de cordeiros que sdo geneticamente resistentes (Kaplan et al.,
2004).

O exame se baseia na correlagdo da coloragdo da conjuntiva ocular de pequenos
ruminantes comparando com cinco intervalos de anemia existentes em um cartdo guia
(Tabela 3), que auxilia no grau de anemia dos animais indicados pelo exame do
hematdcrito, que mede a percentagem de células vermelhas (Molento e Severo, 2004). Para
a verificacdo da cor da mucosa ocular, o examinador deve expor a conjuntiva, pressionando
a palpebra superior com um dedo polegar e abaixando a palpebra inferior com o outro dedo
polegar. Deve-se evitar a exposicdo parcial da membrana interna da pdlpebra (terceira

palpebra) e do olho. O ideal € observar a colora¢do na parte mediana da conjuntiva inferior,
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comparando-a com as cores do cartdo. Recomenda-se administrar o anti-helmintico apenas
aos animais que apresentem anemia clinica correspondente aos graus FAMACHA 3,4 ¢ 5

(Chagas et al., 2007).

Tabela 3. Relacdo do grau FAMACHA com a coloracdo conjuntiva ocular e com o

hematdcrito.
Grau Famacha Coloracao Hematocrito (%) Atitude clinica
1 Vermelho robusto > 27 Nao tratar
2 Vermelho rosado 23 a27 Nao tratar
3 Rosa 18a22 Tratar!
4 Rosa pélido 13a17 Tratar
5 Branco <13 Tratar

Fonte: Molento e Severo, 2004.

Nos rebanhos ovinos observa-se grande diferenca individual na capacidade de resistir
ao desafio parasitario. Enquanto a maioria dos animais do rebanho possui contagens baixas
de ovos nas fezes (OPG), ou ndo apresenta sinais clinicos de parasitismo, outros individuos
apresentam-se anémicos e altamente parasitados com grande frequéncia (Sotomaior et al.,
2007). Uma pratica bastante comum entre os produtores é a de se recomendar a
desverminagdo de todos os animais do lote ou da propriedade em funcdo desta pequena
porcentagem de animais com alta carga parasitaria (Van Wyk e Bath, 2002). Trata-se do
tratamento preventivo, com a aplicacdo de anti-helminticos em todos os animais em
periodos regulares, em datas preestabelecidas, com o objetivo de evitar infec¢des clinicas
ou subclinicas. Contudo, a utilizacdo da droga sem necessidade, na maior parte do lote,

ocasiona o aumento da pressao de selecdo sobre a populacdo de helmintos (Molento, 2005).
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LACTONAS MACROCICLICAS

Para os tratamentos das infecgdes gastrointestinais em ovinos sdo utilizados os
seguintes grupos de anti-helminticos: benzimidazdis e pré-benzimidazéis; imidotiazdis;
tetrahidropirimidinas; salicilanilidas; avermectinas e milbemicinas, e organofosforados
(Lanusse, 1996; Ayres e Almeida, 1996).

As lactonas macrociclicas (LMs) correspondem as drogas mais amplamente e
rotineiramente utilizadas no mundo para a preven¢do e controle de um amplo espectro de
doencas parasitarias, tais como nematddeos, vermes intestinais, artrépodes, dcaros, piolhos,
carrapatos, entre outros. A razdo de sua preferéncia € decorrente de serem endectocidas
(acdo contra endo e ectoparasitas) extremamente eficazes em baixas concentracdes
(Durden, 2006).

As LMs sd3o compostos organicos derivados da fermentacdo de fungos
actinomicetos do género Streptomyces, presentes no solo (Spinosa, 1995). Apresentam uma
estrutura molecular comum de 16 elementos, incluindo o grupamento éster, conferindo a
classificacdo de lactona. Também possuem um anel espiroacetal (C17 a C25), e
principalmente um anel benzofuranico (C2 a C8) como subestruturas, da qual derivam seu
mecanismo de acdo e propriedades farmacoldgicas similares (Figura 5) (Lifschitz et al.,

2002).

ESPIROACETAL

DISSACARIDEO
(BIS-OLEANDROSE)

ANEL ©ORi
BENZOFURANICO

Figura 5. Estrutura comum a familia das lactonas macrociclicas.

Fonte: Rubensam, 2010.
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Os compostos macrociclicos estdo estruturalmente divididos em dois subgrupos: as
avermectinas e as milbemicinas. Ao subgrupo das avermectinas pertencem a ivermectina
(IVM), a abamectina (ABM), a doramectina (DOR), a eprinomectina (EPR), a emamectina
(EMA) e a selamectina; as milbemicinas (também chamadas de nemodectinas) incluem a
milbemicina oxima, milbemicina B41 D, a MOX e a nemadectina (NEM) (Figura 6).

(Durden, 2006; Sumano e Ocampo, 2006).

Streptomyces

Str eptomyces cyaneogriseus/higroscopic

! ]

Avermectinas Milbemicina
Abamectina S. cyanogriseus
Ivermectina Nemadectina
Doramectina Moxidectina
Eprinomectina Milbemicina B41 D
Selamectina S. higroscopicus
Milbemicina 5-Oxima

Figura 6. Subgrupos das Lactonas.

Fonte: Lifschitz et al., 2002.

As avermectinas sdo isoladas a partir de culturas de S. avermitilis, enquanto as
milbemicinas sdo isoladas a partir de S. cyanogrise ou S. hygroscopicus. Os subgrupos se
diferem quanto a presenca de um dissacarideo na posi¢ao C13, existente somente no grupo
das avermectinas, permitindo diferencid-las e determinar variagdes no comportamento
farmacocinético, na poténcia e persisténcia dos efeitos antiparasitirios. As LMs sdo
moléculas de tamanho grande, com um peso molecular de 600 kDa (milbemicinas) e 800

kDa (avermectinas) (Figura 7). (Shoop et al, 1996).
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Figura 7. Diferencas estruturais entre avermectinas (I) e milbemicinas (II).

Fonte: Rubensam, 2010.

Mecanismo de a¢ao

As LMs possuem afinidade com os canais de cloro controlados por dois
neurotransmissores: o dcido gama amino-butirico (GABA) presente no sistema nervoso
central de invertebrados e vertebrados e o glutamato, presente nas membranas neurais e
musculares de muitos invertebrados (Maddison et al.,2010).

Na presenca das LMs, ocorrerd a ativacao direta dos canais de cloro, acarretando um
aumento da permeabilidade de fons cloreto. Devido a concentragio de cloro ser maior fora
da célula e consequentemente abertura de regides da membrana que permitem a passagem
dos ions de cloro, o fluxo de ifons cloreto negativamente carregados para o lado
intramembranoso tenderd a hiperpolarizar a membrana. Esta hiperpolarizacido resulta na
diminui¢do do potencial de repouso normal das células pds-sindpticas, tornando mais dificil
a neurotransmissao dos estimulos e assim, as células nao se contraem. Sob a influéncia das
LMs, os parasitas ficam paralisados e, consequentemente, sdo expelidos (Maddison et
al.,2010).

As acdes nos misculos dos parasitas incluem paralisia da bomba faringea,
necessdria para o consumo de alimentos, resultando em inanicdo. A combinagdo de efeitos

musculares e neurais provavelmente estd envolvida na atividade biolégica das LM. Uma
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auséncia de sitios ativos em cestédeos e trematddeos torna esses parasitas insensiveis a
acdo das LM (Maddison et al.,2010).

Em baixas concentragdes, as lactonas potencializam a acdo dos neurotransmissores
e em altas concentragdes, produzem diretamente a abertura do canal de cloro, com
diferencas farmacodindmicas muito sutis entre os grupos. Embora os mamiferos utilizem o
GABA como neurotransmissor, as avermectinas e¢ as milbemicinas ndo causam efeitos
toxicos neles, pois, por apresentarem alta massa molecular, ndo atravessam a barreira

hematoencefilica e, portanto, ndo atuam no sistema nervoso central (Maddison et al.,2010).

Moxidectina

A MOX é também chamada de milbemicina B ou O-(metoximino). Esta substincia
foi introduzida no mercado no inicio dos anos 90, no Japdo, como um potente agente
antiparasitdrio para o controle e tratamento de parasitas internos e externos em animais,
cuja carne seja destinada para o consumo humano. O firmaco é eficaz contra nematddeos e
artrépodes, mas possui acdo nula contra céstodos e tremdtodes porque estes carecem do
neurotransmissor mediado pelo GABA (Sumano e Ocampo, 2006).

O composto € obtido por modificacdo quimica da nemadectina, uma milbemicina
obtida naturalmente pela fermentagdo da cultura do fungo Streptomyces cyaneogiseus
noncyanogenus, € apresenta uma substituicdo do grupamento hidroxila no C-23 por um

grupamento metiloxima (Figura 8) (Sumano e Ocampo, 2006).
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NEMADECTINA MOXIDECTINA

Figura 8. Diferencas estruturais entre nemadectina e moxidectina.

Natureza quimica e farmacocinética da moxidectina

Essa substancia, na sua forma mais pura, ¢ um s6lido pé branco, de alto peso
molecular. Por ndo possuir a fracdo dissacaridica na estrutura, apresenta elevados
coeficientes de particdo (Kow), caracterizando-a como substancia lipofilica. Estas
substancias sdo consideradas mais lipofilicas e hidrofébicas que as avermectinas. O
composto € praticamente insolivel em 4gua e solivel em compostos orginicos (FDA,
1997; FDA, 1998).

O comportamento farmacocinético das lactonas € significativamente afetado pela
rota de administracdo. A MOX pode ser administrada por dose oral ou formulagdo injetdvel
no tecido subcutineo ou intramuscular. A biodisponibilidade dos endetocidas por
administracdo oral resulta em baixa eficicia devido a inativagdo parcial da droga no rimem
dos ovinos (Alvinerie et al., 1998).

ApOs a sua administracdo, as drogas sdo distribuidas por todo o corpo através da
circulacdo do sangue e tém de se propagar para o tecido alvo para exercer o efeito
sist€mico. A concentragdo que atinge o tecido alvo depende da capacidade para penetrar o
endotélio capilar e se difundir através das membranas celulares. Devido a alta
lipofilicidade, as lactonas macrociclicas sao extensamente distribuidas através do corpo por
difusdo passiva e, consequentemente, sdo absorvidas por todas as vias corporais, o que lhes
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confere perfil farmacocinético de alto volume de distribuicdo tissular (Alvinerie et al.,
1998; Sumano e Ocampo 2006).

Um dos fatores que afetam a eficdcia do fairmaco no tecido alvo é a presenca de uma
proteina inibidora, a P-glicoproteina (Pgp), no sistema nervoso de mamiferos. Trata-se de
uma proteina transmembranosa responsdvel pelo efluxo de vérios xenobidticos para fora da
célula. Esta proteina previne o actimulo intracelular e os efeitos citotéxicos da droga
(Lanusse et al., 2008).

As comparacdes da afinidade de LMs para P-gps demonstram que MOX ¢ um
substrato pobre para as P-gps e difere nesta propriedade por uma ordem de magnitude das
avermectinas. Essas diferencas de afinidade desempenham um importante papel de selecdo.
A ivermectina é um excelente substrato para o mecanismo de efluxo realizado pela P-gp
dos mamiferos. A partir deste fato, os parasitologistas iniciaram investigacdes buscando
saber se os parasitas resistentes a ivermectina usavam mecanismo similar para protegé-los
da acdo das lactonas macrociclicas, o que foi demonstrado por Xu et al, (1998), que
encontraram um isolado de H. contortus selecionado para ivermectina que possuia uma
alta expressao de P-glicoproteina A (Pgp A), comparado com um isolado parental nao
selecionado. A Pgp A € uma P-glicoproteina encontrada em H. contortus (Prichard, 2007).

A MOX armazena-se principalmente no tecido gorduroso, sendo o principal
reservatorio a gordura abdominal e subcutanea, mas também estd presente na luz intestinal
e na pele do animal. O depdsito da MOX no tecido adiposo atua como um reservatério da
droga, liberando-a para a corrente sanguinea gradualmente. Este fato contribui para a
persisténcia da atividade da molécula nos tecidos alvos e para a meia vida longa
(Entrocasso et al., 1996). Inversamente, uma baixa concentra¢do da droga € encontrada no
tecidos magros, como o musculo, apresentando um baixo tempo de residéncia. O tempo de
residéncia prolongado da MOX proporciona um impacto positivo na eficicia, como
demonstrada pelo maior intervalo para o reaparecimento de parasitas apds o tratamento,
quando comparado com outros compostos, minimizando a  oportunidade para o
desenvolvimento de resisténcia (Lifschitz et al., 1999).

Os animais jovens, por apresentarem menor teor de gordura no corpo quando

comparados com o animal adulto, tendem a armazenar menor quantidade do composto; o
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mesmo raciocinio € utilizado ao se comparar as fémeas com os machos, observando-se que
as fémeas tendem a armazenar maior teor de gordura corporal, influenciando no
armazenamento e metabolizacdo do farmaco (Alvinerie et al., 1998). Com relacdo ao
consumo da carne, o cordeiro é a categoria de maior preferéncia devido a idade e a
correlata maciez da carne, conforme foi citado; além disso, normalmente deve-se abater
mais machos do que fémeas, devido a necessidade de crescimento de rebanhos no pais. Isso
indica que o consumo da carne pode estar privilegiado, considerando o aspecto da
concentragdo do composto.

A MOX ¢ metabolizada em baixa propor¢ao no figado em C29 e C14, metabdlitos
mono-hidroxi, com o envolvimento da via 3A do citocromo P450, sendo secretada pela
bile, reabsorvida pelo intestino e eliminada na sua forma ativa através das fezes. Esta é a
principal via de excrecdo e somente uma pequena fracao serd eliminada pela urina (FDA,
1997; Lifschitz et al., 1999). Em razao de sua lipofilicidade, a MOX apresenta longo
periodo de excre¢do, resultando em maior exposi¢ao da droga no ambiente.

Em um estudo farmacocinético em ovinos, apds a administragdao subcutanea, Dupuy
(2003) detectou a presenca da MOX nos tecidos por um periodo de até 15 dias apds a
administracdo, alcangando a concentracdo médxima da droga no plasma (14,49 ng/ml) em
0,29 dias. As concentragdes na mucosa abomasal, intestinal e na pele foram maiores do que
as encontradas no plasma (p< 0,01). De acordo com o autor, essa permanéncia da droga nos
diferentes tecidos assegura a eficdcia da droga contra diversos endo e ectoparasitas em
ruminantes.

Em bovinos, o tempo de meia vida da MOX apds administragdo subcutinea € de
trés dias na corrente sanguinea, nove dias no musculo, 11 dias no figado e rim, e 14 dias na
gordura, superando o tempo da ivermectina que é de 7 dias (Dupuy, 2003).

Devido ao elevado ponto de ebulicdo e pressdo de vaporizacdo, a MOX ndo é
volatil, evitando assim a sua dispersdo para atmosfera e aumentando a sua estabilidade.
Apresenta sensibilidade moderada a temperatura, sendo decomposta proximo ao seu ponto
de fusdo. Essa substincia também apresenta estabilidade em condi¢cdes moderadamente

acidas (pH entre 4,0 e 4,6). Porém, hd combina¢des de temperatura, pH e tempo de
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exposicdo em que pode sofrer hidrdlise na subestrutura bis-oleandrose no C13. As

caracteristicas fisico-quimicas citadas podem ser visualizadas na Tabela 4 (FDA, 1998).

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas da moxidectina.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Peso molecular 639,8 g/mol
Foérmula Molecular C57H33NOg4
Ponto de ebuli¢do 145 -154 °C
Ponto de vaporizacao <10’ torr
Absorcao do espectro no Ultravioleta — 245 nm
visivel
Coeficiente de particao Kow = 58,3
Solubilidade em dgua 0,51 mg/L
Solubilidade em solventes organicos
(mg/L)
Dietil diclorometano 1,64
Eter 1,19
Etanol (95%) 0,81
Acetonitrila 0,62
Etil acetato 0,447

Fonte: FDA, 1998.

METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DA MOXIDECTINA

Os métodos de determinacdo de residuos de farmacos veterindrios nos fluidos
corporais compreendem, basicamente, trés etapas: a primeira etapa consiste na amostragem,

que deve ser representativa do todo; a segunda € o preparo da amostra, isto é, a extracao do
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analito da matriz, purificacdo dos extratos através da remoc¢do de interferentes (clean-up) e
a pré-concentracdo dos extratos a fim de ajustar as concentragdes dos analitos ao nivel de
deteccdo dos aparelhos; a terceira etapa se trata da separacao, identificacdo e quantificacdo
do(s) analito(s) presente(s) nas amostras por técnicas instrumentais, sendo a principal
técnica utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Todas estas etapas sao

criticas e podem influenciar nos resultados das andlises (WHO, 2004).

Procedimento para extracio do analito da matriz

O preparo da amostra € uma das etapas mais importantes e laboriosas requeridas
para isolar tracos de constituintes presentes em matrizes bioldgicas complexas, como
fluidos e tecidos de animais. Para o desenvolvimento do preparo de amostra, deve-se levar
em consideracdo o tipo de matriz de trabalho e as caracteristicas fisico-quimicas dos
analitos a serem determinados, com vistas a se buscar a melhor selecio possivel dos
reagentes envolvidos nos processos analiticos (WHO, 2004).

Em geral, a extracdo das lactonas das diferentes matrizes € realizada utilizando-se
solventes organicos de média a baixa polaridade, sendo o mais comumente utilizado a
acetonitrila (Bradley et al., 2012; Antoni¢ et al., 2011; Death et al., 2011; Ballent et al.,
2011; Perez et al., 2010) (Tabela 5). A escolha da acetonitrila como solvente inclui a
capacidade de solubilizar as lactonas macrociclicas e precipitar as proteinas, além de ser
compativel com andlises cromatograficas em fase reversa e analisadores de massas.

Ap0s a adicdo do solvente organico (como acetonitrila ou metanol), o analito que se
encontrava agregado as proteinas se deslocard para o solvente, com a subsequente
eliminacdo das proteinas plasmdticas por precipitacdo. Esta precipitacio € favorecida
durante o processo de centrifugacdo, preferencialmente a baixas temperaturas. A
precipitacdo de proteinas € um procedimento simples, de baixo custo e rapido, porém pouco
eficiente na eliminacdo dos interferentes (Barrionuevo e Langas, 2001).

A remocdo dos analitos de interesse da amostra estd relacionada com a elui¢do
concomitante de muitos componentes indesejaveis da matriz que podem interferir na

andlise, como compostos lipofilicos, sais minerais, entre outros. Para reduzir os
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indesejdveis efeitos de matriz, os extratos devem ser purificados pela retirada dos
interferentes, em um processo conhecido como clean-up (Barrionuevo e Lancgas, 2001).
Tradicionalmente as etapas de clean-up relatadas na literatura (Tabela 5) empregam
a extracdo em fase s6lida (SPE), a qual utiliza cartuchos ou colunas que cont€m um
sorvente solido para adsor¢c@o dos analitos presentes na matriz aquosa e, posteriormente, 0s
analitos de interesse sdo eluidos com um solvente organico. As etapas da extragdo por SPE
resumem-se na ativacdo do sorvente, percolacdo da amostra/sor¢do dos analitos no
sorvente, eliminacdo dos interferentes da matriz (clean up), eluicao dos analitos e posterior
concentracdo do composto de interesse, conforme ilustradas na Figura 9 (Caldas et al.,

2011).

Condicionamento Percolagao Lavagem Eluigao
da amostra

B

ne
g

o: 0.
‘A I. ..
Elui¢ao de interferentes Analitos

Solvente Amostra HO A M Interferentes @ Analitos

Figura 9. llustracdo da técnica por SPE.

Em uma revisdo de métodos para determinacdo de lactonas macrociclicas realizada
por Danaher et al., (2000), foi observado que a maioria dos cartuchos utilizados para
extragdo baseavam-se no polimero de fase reversa C18. Em um estudo realizado por Farer
et al., (1999), o qual analizou 4 diferentes métodos de SPE (troca catidnica, silica, C18 e
C8) para andlise de lactonas macrociclicas, os autores comprovaram que o cartucho C18

fornecem melhores niveis de recuperagdo e reteng¢do dos analitos.
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A técnica por SPE envolve uma operagao manual com o uso de diferentes solventes
para lavagem do sorvente, etapas de evaporacdo e secagem. Muitos fatores afetam a
precisdo quando se trabalha com SPE, entre eles o ajuste do sistema de vacuo e o fluxo dos
solventes. A escolha do tipo e quantidade de sorvente, volumes da amostra, do solvente
para ativacdo dos cartuchos e para a eluicdo dos analitos também sdo parametros que
devem ser considerados. Esta técnica, apesar de simples, é trabalhosa e demorada, o que
implica em um maior tempo de andlise. Quando automatizada requer manutencio
frequente, além de representar um custo considerdvel em cartuchos (Caldas et al., 2011).

Como alternativa, o método por QUEChERS ("rdpido, facil, econdmico, eficiente,
robusto e seguro") tem sido muitas vezes preferido em compara¢do com outras técnicas de
preparo de amostra, incluindo a técnica por SPE, por ser um método capaz de fornecer
extratos mais limpos, com recuperacdes elevadas, por minimizar a quantidade de solventes
organicos utilizados, por reduzir o volume de residuos gerados, e ser de facil execucao,
elevada rapidez, robustez e seguranca (Whelan et al., 2010).

A abordagem pelo método QuEChERS baseia-se na extracdo dos analitos de
diferentes polaridades com um solvente organico (geralmente ACN), seguida de uma
particao liquido-liquido em duas fases: a organica e a aquosa. A parti¢do € executada com a
ajuda de sais (sulfato de magnésio, cloreto de sédio e/ou acetato de sédio) e agentes
tamponantes (citrato de s6dio) para induzir a transferéncia dos analitos para a fase orgédnica
que é, em seguida, purificada por uma extracdo dispersiva em fase sélida (SPE-d). Os
adsorventes comumente empregados s@o uma amina secunddria e/ou primdria (PSA) e o
adsorvente octadecil (C18). O sorvente PSA tem a fun¢do de remover acucares, dcidos
graxos, acidos organicos e pigmentos; o C18, grupos lipofilicos. A separacdo das duas fases
ou compartimentaliza¢do dos analitos entre eles é otimizada com o tipo e quantidade de sais
adicionados (Anastassiades ef al., 2003).

O emprego de acetonitrila como solvente de extragdo no método QuEChERS
proporciona uma menor quantidade de coextrativos lipofilicos provenientes da amostra,
além de ser compativel com o cromatdégrafos liquido e gasoso. No desenvolvimento do
método QUEChERS, o sal secante comumente empregado para remocao da dgua € o sulfato

de magnésio (MgSO;). A escolha do MgSO, deve-se a maior capacidade de remover a dgua
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quando comparado a outros sais, além de reduzir o volume de fase aquosa. A sua
hidratacdo € uma reacdo exotérmica, tendo como resultado o aquecimento entre 40 e 45°C
da amostra durante as etapas de extracdo/parti¢do, favorecendo a extracdo, especialmente
dos compostos apolares (Anastassiades et al., 2003).

Apés a extracdo e clean-up, o sobrenadante é evaporado por rota-evaporacgdo,
evaporacdo por fluxo de nitrogénio (45-50°C), entre outros, que ajudam na diminui¢do do
volume final obtido. A amostra pode ser entdo ressuspendida em volume adequado para

ajustar a concentracao de trabalho e facilitar a injecdo cromatografica da amostra.
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Tabela 5. Métodos para o preparo de amostra

LOD LOQ
: Matriz Extracao Clean-u Rec. (% FE e FM Det. REF.
Analito € p (%) ng mL"! ng mL!
BondaPak™ C18
o 200 uL (10 um, 300x 3,9 Brad
MOX asma ACN SPE 84.6 mm) FLD ; 0,08 radiey et
humano 40uL. HLO ACN/ al 2012
H z Tetraidrofurano/H,O
(40:40:20, v/v/v).
98 IVE Supelcosil LC-8-DB
IVE, Plasma 16mL SPE C8 106 3um (150 x 4.6mm) D ) 0,02 IVE  Antonié et
DOR ovino ACN MOX ACN, MeOH, H,O 0,05 MOX al 2011
(465:465:70, v/vIv)
Alltech Alltima HP
200 uL C18 (2,1 x 50 mm; EST
MOX Plasma de ACN ) 95 3um) Trinl i 10 Death et
marsupial 100 uL de ACN:Agua: Acido (rilp © ) ’ al 2011
H,0 formico (90:10:0,1  Quadrupolo
\7AYA%)
Phenomenex C18
(Sum; 4,6x250 mm)
vg  Pesmade o AmE o spECis 73 FLD . 0o Ballemes
ACN/MeOH/H,O
(55:40:5 v/vlv)
Supelcosil C18
DOR ImL (Spum; 4,6mm x 150
P 1::\1;:1‘0‘16 ACN, 025 SPECI8 864%63 mm). Ac. Acetic (02%  FLD - 0,1 ng/mL Per;&%’ al
mL H,O em H,O)/ MeOH/ACN

(4:32:64, v/vIv)
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Tabela 5. continuacio

LOD L
Analito Matriz Extracao Clean-up Rec. (%) FE e FM Det. ng :1)1L'1 ng (131(12,'1 REF.
100% ACN IVM,
ACN/|[H,Owater
Plasma 5 mL of ) 0,16 0,40 Eraslan et
IVE canino I'mL ACN chloroférmio 87,73 (99.5:0.5) DRM, FLD ng/mL ng/mL al 2010
ACN/MeOH
(65:35) MXD
C18 Luna
(3 um; 150 x 4,6
Plasma de 0,5 mL 83,57 = mm) 0,05 0,18 Gokbulut
IVE cavalo ACN SPECI3 4,12 ACN/ MeOH FLD ng/mL ng/mL et al 2010
(66:34, v/v)
Nucleosil C18
(4,6 x 150 mm;
IVE ;'\a Srmz OASCHf\IL SPEC18 81“;?; * 3um) FLD 0,05 0,18 202(33(1)13
P ) ACN:Metanol
(66:34 v/v)
C18
1 mL ACN (4,6 x 250 mm;
Sum) . .
Plasma e 0,25mL .. . Lifschitz
IVE ovino de dgua SPECIS >70 Acido acetico FLD ) 0.2 et al 2009
deionizada (0,2% em dgua)—

metanol-ACN
(2,4:40:57,6 v/v/v)

Onde: Rec — Recuperacio; FM — Fase movel; FE — Fase estacionaria; DET — Detector; LOD — Limite de detec¢do; LOD — Limite de
quantificacdo; Ref — Referéncia.



Métodos para a deteccao da moxidectina

Para quantificagdo e confirmacdo da identidade de um grande ndmero de
substancias, incluindo a maioria dos antimicrobianos, atualmente a cromatografia liquida
(LC) acoplada a diferentes detectores € a técnica analitica mais utilizada (Turnipseed et al.,
2005; Inoue et al., 2009, Noppe et al., 2009).

A cromatografia baseia-se em um método de separagdo fisico-quimico, no qual os
constituintes da amostra sao particionados em duas fases: uma fase estaciondria, imiscivel e
fixa, contendo um adsorvente; e uma fase mével que percola através da primeira. Conforme
a interacdo dos constituintes da amostra com as fases, 0os componentes apresentardo
diferentes mobilidades no sistema, propiciando a formagcdo de bandas ou zonas de
separacdo dos analitos e, consequentemente, tempo de retencdo diferenciados (Collins et
al., 1997).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica de ultramicroandlise capaz
de detectar substancias a niveis traco quando utilizados detectores de fluorescéncia ou
analisadores de massa (Ciolla, 1998; Niessem et al., 2006) A escolha do detector depende
do atendimento das caracteristicas desejadas, ou seja, alta sensibilidade, alta seletividade,
linearidade, baixo limite de detecc¢do e estabilidade frente as mudangas na composi¢ao da
fase movel e na temperatura (Collins et al., 1997).

Embora tenham sido descritos métodos para a andlise das LMs utilizando LC por
espectrometrica de massa, a técnica de deteccdo por fluorescéncia ainda é o método mais
amplamente aplicado em amostras de plasma (Tabela 5), por sua superioridade em relacao
ao limite de deteccdo (LOD) e ao limite de quantificagdo (LOQ), bem como a maior
sensibilidade, melhor reprodutibilidade (precisdo) do dados e o menor custo do LC-FLD
(Rupp et al., 1998).

O detector de fluorescéncia monitora apenas os compostos que fluorescem, ou seja,
que possuem a capacidade de emitir um sinal luminoso ao retornarem para o estado
fundamental. Uma alta intensidade fluorescente € esperada para compostos conjugados
simetricamente, ou que ndo podem produzir estruturas fortemente idnicas (Collins et al.,

1997).
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A fluorescéncia também pode ser desenvolvida em composto nao fluorescentes por
reagdes pré ou pds-coluna. Este € o caso das LMs, que produzem substancias fluorescentes
de absor¢do em 365 nm e emisdo em 470 nm ao reagirem com um 4cido forte, como o
anidro acético (AA) ou anidro trifluoroacético (TFAA), na presenca de um catalisador
basico e uma base organica que pode ser a pirimidina (PI), a trietilamina (TEA) ou o 1-
metilimidazol (MI). Posteriormente o fluor6foro € formado por desidratacio quimica do
fadrmaco original, com o ataque irreversivel as hidroxilas (Danaher et al., 2006).

Muitos autores afirmam que a formacgdo do derivado fluorescente é problemético
do ponto de vista da estabilidade, por ser biodegraddvel com o tempo. A EPR ¢
particulamente problemdtica, pois a reacdo de derivatizacdo € lenta, muitas vezes
incompleta e bastante instavel. Até recentemente, o modo preferido de detec¢do das LMs
estava baseado na derivatizacdo pré-coluna, o qual permite a separagdo cromatografica e a
deteccdo dos compostos baseada na fluorescéncia (Danaher et al., 2006; Turnipced et al.,
2005).

No entanto, os rigorosos requisitos para a confirmagdo de resultados positivos
requerem o uso de detector por espectrometria de massa (EM). A EM € uma técnica
seletiva, baseada na determinacdo pela razao massa/carga (m/z) do analito. Deste modo, a
quantificagdo por fluorescéncia e confirmagao por espectrometria de massa representa o
fluxo de trabalho empregado em grande parte dos laboratérios envolvidos com a anélise
de residuos de LMs. Este fato contrasta com as estratégias de controle de residuos de
drogas veterindrias, as quais comumente detectam, quantificam e confirmam os resultados
baseando-se em um tnico passo de espectrometria de massa por tandem (LC-MS/MS),
como na andlise das tetraciclinas, quinolonas e sulfonamidas (Durden, 2006).

A espectrometria de massa é uma ferramenta alternativa para o desenvolvimento de
métodos mais rapidos e sem a necessidade de derivatizagdo dos analitos, os quais tendem a
ser instdveis e exigem processos laboriosos de preparo de amostra. A EM permite trabalhar
com um preparo de amostra mais simples, requerendo poucos passos de purificacio, além
de possibilitar a andlise quantitativa e confirmatéria de analitos em uma grande variedade

de matrizes. Atualmente € a técnica analitica mais aceita pela Comunidade Europeia para a
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determinagdo de residuos de antimicrobianos em tecidos e fluidos biolégicos (Kinsella et
al., 2009).

Contudo, a andlise das LMs por LC-MS/MS ainda nio atingiu o mesmo nivel de
maturidade alcancada para a maioria dos medicamentos veterindrios. Este fato pode ser
provavelmente explicado por suas propriedades fisicas e quimicas. As LMs s@o compostos
pesados, com um peso molecular que varia entre 600 e 900 Da. Apesar das suas massas
relativamente elevadas, a maioria das LMs contém apenas um dtomo de nitrogénio no
interior da sua estrutura quimica. Alguns medicamentos, como a doramectina, ivermectina
e abamectina ndo cont€m quaisquer heterodtomos além de C, H e O na sua composicao
elementar, ocasionando efeitos negativos sobre a eficicia da ionizag¢dao (Durden, 2006).

Além disso, as LMs, desprovidas de dtomos de nitrogénio, produzem uma
abundancia de fons adutos de sédios [M + Na]" sob um ambiente de ionizacdo em
electrospray positivo (ESI), isto €, mesmo que ocorra na auséncia de um fon de sédio
presente na fase mével. Tracos de sddio, proveniente dos extratos de matriz ou do método
sdo suficientes para a formacdo de fons [M + Na]", a qual resulta em curvas de calibracdo
nio lineares (Stout et al., 2000; Wu et al., 2001) .

Uma dificuldade adicional trata-se da baixa capacidade de fragmentagcdao dos
adutos de s6dio na camara de colisdo, presente nos instrumentos de MS/MS. Alguns
compostos, como a abamectina, produzem fons filhos de sinal ndo significativos, quando
provenientes do fon precursor [M + Na]", razdo pela qual os autores investigaram formas
alternativas de ionizacdes (Stout et al., 2000; Wu et al., 2001).

Para contornar muitos dos problemas citados, uma alternativa é a ESI no modo
negativo. Entretanto, este método apresenta menor sensibilidade que o modo postivo. Para
atenuar parcialmente este problema, emprega-se um pH elevado na fase moével, com a
adicdo de trietilamina (TEA). Outra estratégia é a utilizacdo de ionizacdo quimica a
pressdo atmosférica ao invés de ESI (Durden, 2006).

A abordagem mais popularmente aceita, atualmente, é a utilizacdo de sais de
amoOnia na fase movel com detec¢do baseada na ESI positiva. Esta estratégia permite
detectar as avermectinas que ndo contenham d4tomos de nitrogénio, através da

monitoriza¢do de fons adutos de amodnia [M + NH4]". Tais adutos produzem fons de
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produtos significativamente mais intensos do que os fons precursores de [M + Na]".
Infelizmente, os requisitos de elevada forga idnica nas fases méveis suprime a intensidade
do sinal das LMs que apresentam dtomos de azoto. Em adic¢do, foram observados que as
LMs que contém azotos formar fons de amodnia [M + NH4]" e fons do analito protonado
[M + H]*. Deste modo, diversos autores buscaram otimizar o pH e forca idnica da fase
movel para criar condi¢des favordveis para a ionizacdo dos diferentes compostos que
abrangem o método analitico. No entanto, a composi¢do da fase moével sugerida difere
significativamente em forca idnica e pH entre os varios artigos publicados, tornando mais
dificil alcancar baixos niveis de LOD e LOQ para todos os analitos (Shoop et al., 1996;
Ali et al., 2000; Stout et al., 2000).

Tratando-se de analitos ionizdveis, o pH da fase mdvel deve ser ajustado para
assegurar que o composto esteja em uma unica forma, geralmente adotando-se para o pH
do tampao uma ou duas unidades ao redor do pKa do composto de interesse. A
composi¢do e vazao da fase mével e o modo de eluicio s@o ajustados de forma a otimizar
a separacao dos componentes e interferentes (Collins et al., 1997).

As fases mdveis empregadas, para o modo de ionizagao positiva, sdo constituidas
por misturas de acetonitrila e/ou metanol, com solug¢do-tampao de sais de amodnio
acidificada com 4cido acético ou férmico. No modo negativo, a fase mével empregada é
constituida por acetonitrila e/ou metanol e uma fase aquosa que pode conter trietilamina, a
fim de elevar o pH e favorecer a ionizac@o do analito (Turnipceed et al., 2005; Rubensam
et al.,2011; Nope et al., 2009).

A elui¢do pode ser isocritica ou por gradiente. A eluicdo por gradiente é uma
técnica frequentemente utilizada a fim de separar os residuos ou para remover
interferentes que eluam tardiamente da coluna, sendo mais utilizada na separacdo de
substincias complexas com diferentes fungoes quimicas (Collins et al., 1997).

Os métodos existentes na literatura para determinacdo de MOX (Tabela 6) em
diferentes matrizes descrevem, preferencialmente, a utilizacdo de colunas de fase reversa
do tipo octadecil (C18) (Noppe et al., 2009; Turnipceed et al., 2005). A C18 € uma fase
estaciondria de silica quimicamente ligada ao octadecil. Por ser quimicamente ligada, a

coluna apresenta maior estabilidade quimica e permite a utilizacao de elevados valores de
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vazdes e temperaturas. Contudo, apesar da maior estabilidade das colunas, cadeias
alquilas de grande densidades também contribuem para o aumento no tempo de retengdo
dos analitos, em virtude da maior drea superficial do suporte e do maior grau de
capeamento (Collins et al., 1997).
O procedimento quantitativo por LC-MS/MS tem um problema de que os
compostos coextrativos das amostras podem provocar a supressdao dos ions e/ou melhora
dos analitos, sendo a matriz de calibracdo de correspondéncia uma alternativa fidvel para

compensar os efeitos da matriz na andlise das LMs (Ferrer, 2007).
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Tabela 6. Métodos para a deteccio de lactonas macrociclicas por LC-MS/MS.

LOD LOQ
. . . Clean- Rec.
Analito  Matrix Extracao FE e FM Det. ug ug Ref.
up (%) ko -1
g kg
ME/SCZIO SCP]158 ACQUITY
EPR, MOX, ;’ £aco 24 UPLC BEH C18 UPLC-ESL o o
r - - - n
ABA, DOR, | Poreo ACN © ’ (1.7 pm; 2,1x50mm) Triplo ’ ' ang et a
tecido de cartucho 104,5 P . 0,68 2,27 2011
IVE cixe o de 0.1% Acido formic em  quadrupolo
pet , dgua/ ACN (15:85 v/v)
leite alumina
Kinetex Core-Shell,
C18 1,64 3,04
o . ACN, SAul.fato (150 x 2,1 mm; 2,6 HPLC-ESL IVE IVE
Multiresiduos Leite e de amonia, LLE A um) Tandem 1,38 2,1 Kauffman
(IVE, ABA) musculo Solucgdo (A) ACN/Ac. ABA ABA etal 2011
.. . quadrupolo
Antioxidante Formic png/L pug/L
(B) H20/ Ac. (leite)  (leite)
Formic/ ACN/
Luna C18
ABA, DOR, 112,4- (150mmx2.1mm; Sum) HPLC-ESI- Rubensam
EPR, IVE, eite bovino ACN LLE 119,3 50 mM Tampio de Triplo 12,5ng/ml 18ng/mL ¢ al 2011
MOX p/ MOX  Acetato de amdnio Quadrupolo e
(pH 5): ACN (5:95, v/v)
HSS T3
SPE 45 52
Benzimidazol 12 mL ACN, 88-98 (2.1 x 100mm; 1,8um)  UPLC-ESI- Whel
avermectin ’e Leite MgSO,(4g) C-18 0,01% de AcOH em Triplo p/ MOX p/ MOX elan
£ o1 ) et al 2010
fluguicidas S p/ MOX dagua:ACN (90:10, v/v) Quadru
q NaCl(lgy ELLE e 5 mM de MeOH:ACN polo CCa CCB

(75:25, viv)
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Tabela 6. Continuacao

Rec. LOD LO
Analito Matrix Extracido Clean-up FE e FM Det. 1 Q_l Ref.
(%) g kg ng kg
Acquity HSS T3 C18
(100x2.1mm, 1.8um)
benzimidazol (A) 0.01% UPLC-
10 mL ACN
, . ’ AcOH:ACN (90:10, ESI- 107 118 .
avermectina Eﬁgg MgS(Z4 (2)  QuECKER 111293‘ viv) Triplo  p/MOX p/MOX If“llsze(l)l(‘;‘g
€ NaCl (1 (B) 5mM Formato de Quadru CCa CcCp etd
fluquicidas aCl(lg) amodnia em polo
MeOH:ACN (75:25,
v/v).
Figado de :
DOR, ABA,  porco, ~ 8mL ACN, SPE 103 o 1S>Zn1122)e$nc- 158 m HPLC 10 Nobpe ef
EMA EPR. tecidode 25mLAgua ‘o /MO T Sl g‘m '\ APCI - p/ MOX alpZ%O9
IVE, MOX carne bpvma e 25uL TEA (B) 0.05% TEA em 4 MS/MS CCB
e peixe
TSK-Gel
DOR, ABA, ai(e)t(l)rrlllz;/gCS IsoI(l)IcltEno 93,0- (2,0 x 50 mm; 3pm)
EMA EPR. - culo, figad % aménia  20mLde 967 A Q1% deFA e HPLC- 0, 510 Tnoue er al
IVE, MOX | . ) 0.1mM ESI
jordura bovin  em dgua hexanoe p/mo formato de Am MS/MS p/ MOX p/ MOX 2009
(50:50 v/v), 20 mL de X em fgua
SgdeNaCl — ACN 0.1% de FA emACN
DOR, ABA, MeOH/Agua 9:1 v/v)
EMA, EPR,  Solo, SPE o © HPLC — Krogh et
IVE, MOX,  sedimento ACN/Agua (9:1 v/v) ESI 0,02 0.05 ZOZgOO§
SEL e dgua C-18 com dc. férmico 0,1%,  MS/MS a4

e acetato de amoOnio

S5Mm

Onde: Rec — Recuperagdo; FM — Fase mével; FE — Fase estaciondria; DET — Detector; LOD — Limite de detec¢do; LOD — Limite de quantificacdo; REF — referéncia.



Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica analitica que permite identificar a
composicdo quimica de um composto através de suas massas moleculares na forma
i0nica, ou seja, com carga elétrica liquida, positiva ou negativa, baseada na sua
movimentacdo através de um campo elétrico. Esta movimentacdo é determinada pela
razao entre a massa de um determinado composto (analito) e sua carga liquida, designada
por m/z. Deste modo, conhecendo o valor de m/z de uma molécula é possivel inferir sua
composicao quimica elementar e determinar sua estrutura (Bramer, 1998).

Dentre as fontes comumente empregadas para a ionizagdo, destaca-se a ionizagao
por eletronebulizacdo (ESI). A ESI é uma técnica branda de ionizacdo a pressdo
atmosférica, garantindo a eficiéncia da ionizacdo de 103 a 104 vezes maior que em
pressdo reduzida. Este método produz {fons de baixa energia e geralmente
monocarregados, facilitando a identificagdo dos compostos, sem a obrigatoriedade do uso
de bibliotecas de espectros, além de permitir alta detectabilidade e seletividade em
andlises rapidas. O surgimento deste tipo de técnica permitiu a andlise de quase todos os
tipos de moléculas (Hernandez et al., 2005; WC, 2002).

A ESI ocorre quando um solvente volatil, contendo os analitos, ¢ bombeado através
de um fino capilar de aco inoxiddvel. Uma alta tensdo € aplicada a ponta deste capilar e,
como consequéncia do forte campo elétrico, o solvente torna-se eletricamente condutivo.
Na saida do capilar, conforme o campo elétrico aumenta, as microgotas do solvente sofrem
deformacdo em sua superficie, originando o chamado Cone de Taylor. Quando o forte
campo elétrico gerado excede a tensdo superficial do solvente, as gotas sdo lancadas na
forma de um jato, formando um spray. Deste modo, a amostra que flui do capilar estard
dispersa em um erosol composto por minusculas goticulas de solvente e analito altamente
carregadas. Geralmente, compostos com menos de 1000 Da produzem ions protonados com
carga tnica no modo positivo ([M+H]") ou no modo negativo ((M-H]") de ionizagio,
dependendo da estrutura do composto. Fluindo externamente ao capilar, um géis de

nebulizacio (geralmente o nitrogé€nio), com elevada temperatura (150-200 °C), ird auxiliar
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na rdpida evaporacdo do excesso de solvente, conforme esquematizado na Figura 10

(Yamashita e Fenn, 1984).

Pressiao Atmosférica Vacuo
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Figura 10. Modelo de ionizacao por eletronebulizacao.

Fonte. Applied Biosystems, 2012.

A medida que o solvente é evaporado, as cargas ali contidas passam a ter maior
proximidade e, consequentemente, maior repulsao eletrostatica. Quando a densidade de
cargas for suficientemente elevada para superar a tensao superficial do solvente, ocorrera
um colapso na microgota e, subsequentemente, ejecdo dos analitos carregados, em um
processo conhecido como explosdo de Coulomb (Yamashita e Fenn, 1984).

Por trabalhar com moléculas em solug¢do e ser compativel com os solventes
frequentemente usados em LC por fase reversa (metanol, 4gua e acetonitrila), a EST pode
ser usada como interface entre separacdes por LC e identificagdo dos compostos por
espectrometria de massa simples (MS) ou em tandem (MS/MS) (WC, 2002).

Em relacdo aos analisadores de massas, os métodos que empregam EM sdo
particularmente adequados para confirmag¢do de identidade do composto de interesse,
através de medidas das massas exatas do fon precursor e de seus produtos de fragmentacao,
fornecendo informagdes sobre a estrutura quimica da molécula. O triplo quadrupolo,
analisador de massas utilizado no presente estudo, apresenta um desempenho incomparavel
na quantificacdo no que diz respeito a faixa dindmica, a repetibilidade e a sensibilidade

(Eberlin, 2009).
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Este espectrometro de massa ¢ composto por um primeiro quadrupolo (Q1), uma
cela de colisdao (Q2) e o terceiro quadrupolo (Q3), conforme apresentado na Figura 11a,
podendo ser operado de diferentes modos com dissociacdo induzida por colisdo. Um
quadrupolo consiste em quatro eletrodos metdlicos em paralelo (Figura 11b). Seu
mecanismo de funcionamento se dé através da aplicacdo de uma corrente elétrica especifica
em cada uma delas e da imposi¢do de uma radiofrequéncia, que criam um campo elétrico
capaz de estabelecer uma trajetoria para ions com razdo massa/carga (m/z) especifica,
funcionando entdo como um “filtro de massa”. Quando apenas um quadrupolo € utilizado
para andlise, a capacidade de confirmacdo do analito torna-se limitada, devido a baixa
exatiddo da massa lida. Deste modo, o equipamento nio serd capaz de separar compostos
com razdes de massas/carga (m/z) semelhantes, fato que pode ser solucionado adicionando
outros analisadores de massa em sequéncia, como o exemplo do triplo quadrupolo

(Hoffmann e Stroobant, 2007; Dass, 2007).

Peptide to

/ monitor

‘ . Q1 q Q3
L-g2 (o5
7 o ‘
(a) O

(b)

Figura 11. Esquema de um equipamento do tipo (a) triplo quadrupolo e (b) quadrupolo.

Fonte. Broad Institute, 2012.
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O modo empregado no presente trabalho foi pelo Monitoramento de Reacdo
Multipla (MRM), o qual permite quantificar compostos presentes na amostra de identidade
conhecida, bem como a de seus precursores e os ions a serem formados. As camaras de Q1
e Q3 sdo ajustadas para determinacdo de uma massa especifica, onde Q1 detecta o ion
principal e Q3, o fragmento. A associacdo do composto € chamada de “par”. Portanto,
pode-se dizer que Q1 e Q3 realizam a varredura para detec¢do dos “pares” desejados

(Sparkman, 2006; Eberlin, 2009).

VALIDACAO DE METODOLOGIA

A validacdo do método € de extrema importancia para garantir que o procedimento
analitico desenvolvido gere informacdes confidveis e interpretdveis sobre a amostra,
diminuindo ou controlando os fatores que levam a imprecisdo ou inexatiddo de um dado
gerado. As caracteristicas a serem estudadas e o método a aplicar variam em funcao do tipo
de procedimento a validar. Os parametros mais importantes para validacdo do método
analitico, em geral, sdo: linearidade, seletividade, efeito matriz, precisdo, exatidao, limite de

deteccdo e limite de quantificagao (Tabela 7).
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Tabela 7. Parametros analiticos da validagdo.

PARAMETRO

DEFINICAO

REFERENCIA

LINEARIDADE

Mede a capacidade que tem o método para
demonstrar que os resultados obtidos sdo
diretamente proporcionais a concentracdo do
analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado.

MAPA (2011)

SELETIVIDADE

Mede a capacidade que tem o método para
identificar e/ou quantificar o analito, apesar da
presenca de possiveis interferentes (impurezas,
metabdlitos e outros).

TUPAC (2002)

EFEITO MATRIZ

E um estudo de seletividade que objetiva
averiguar possiveis interferéncias causadas por
elementos diversos que compdem a matriz
amostral gerando, basicamente, fendmenos de
diminui¢do ou amplia¢do do sinal de emissao.

MAPA (2011)

PRECISAO

Mede o grau de concordancia de resultados de
testes independentes obtidos sob condicdes
estabelecidas.

TUPAC (2002)

LIMITE DE
DETECCAO (¥)

E definida como a menor quantidade do analito na
amostra que pode ser diferenciada, de forma
confiavel, do ruido de fundo.

ANVISA
(2003)

LIMITE DE
QUANTIFICACAO

()

E definida como a menor quantidade do analito na
amostra que pode ser determinada com precisdo e
exatidao aceitaveis, sob as condicdes
experimentais estabelecidas.

ANVISA
(2003)

EXATIDAO

Mede a proximidade dos resultados obtidos pelo
método desenvolvido em relacio ao valor
verdadeiro, utilizando um procedimento
experimental para uma s amostra por repetidas
vezes.

IUPAC (2002)

Limite de decisao
(CCa **)

Definido como o menor nivel de concentragdao

no qual o método pode discriminar com uma
certeza estatistica de 1-a que o analito em questao
estd presente.

MAPA (2011)

Capacidade de
deteccdo (CCP **)

Representa a menor quantidade da substincia que
pode ser detectada, identificada e/ou quantificada
em uma amostra com uma probabilidade de erro
aceitavel ().

MAPA (2011)

(*) Parametros ndo considerados pelo MAPA.

(**) Estabelecidos para fins de fiscalizacao
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CONSIDERACOES FINAIS

A ovinocultura vem despertando enorme interesse em todas as regides do Brasil em
virtude da alta demanda pela producao de carne. Em fun¢do da importancia de se manter a
producdo constante e com boa qualidade do produto, e devido aos modelos produtivos na
ovinocultura basearem-se em sistemas de producdo em pastagens, onde os animais podem
ser frequentemente infectados por parasitas gastrointestinais, a utilizacdo de antiparasitarios
tem sido largamente empregada.

Com o uso indiscriminado e abusivo dos medicamentos antihelminticos destacam-se
duas problemadticas: o desenvolvimento de resisténcia dos parasitas a acdo dos anti-
helminticos e a presenca de residuos destes compostos no produto final.

Como medida de controle da resisténcia dos parasitos aos medicamentos existentes
no mercado, e também visando minimizar a proliferacdo de enfermidades entre os animais,
algumas alternativas de manejo e producdo vém sendo estudadas, entre as quais pode-se
citar: o manejo dos rebanhos e da pastagem, adequada nutricio em funcao das diferentes
categorias, selecdo de animais resistentes, o controle bioldgico, a utilizagdo de vacinas, a
fitoterapia e/ou a utilizacdo de técnicas para avaliagdo do grau de infec¢do dos animais, de
forma a garantir que os procedimentos de controle sejam efetivos (tratamento seletivo).

Dentre as técnicas para avaliacdo do grau de carga parasitaria dos ovinos destacam-
se o exame do grau FAMACHA® e a contagem de ovos por grama de fezes (OPG). O
método FAMACHA® trabalha com a premissa de apenas tratar os animais altamente
parasitados, identificando aqueles capazes de suportar uma infec¢do por H. contortus, por
meio da coloragdo da membrana conjuntiva. A contagem de OPG busca administrar o
farmaco para os animais que possuem alta contagem de ovos presentes nas fezes. Outra
alternativa que tem sido empregada na préatica, por muito tempo, € administrar o firmaco
em tempos regulares, afim de inibir infec¢des clinicas e/ou subclinicas, o que leva inclusive
a aplicacdo do medicamento em animais que ndo estdo parasitados, aumentando o custo
com o tratamento e podendo ocasionar a resisténcia parasitaria.

O estudo farmacocinético fornece informacdes indispensdveis para uma maior

seguranca sobre a utilizagdo dos produtos veterindrios nos sistemas de produ¢do, obtendo-
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se assim, as melhores taxas de erradica¢io parasitdria com os menores niveis de resisténcia.
Para tanto, é importante salientar a necessidade do desenvolvimento e validacdo de
métodos analiticos, que possibilitem esses estudos. O emprego da técnica por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas apresenta vantagens como a seletividade e a
possibilidade de confirma¢do da identidade dos analitos, aumentando, assim, a

confiabilidade dos resultados.
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CAPITULO I

MOXIDECTINA NO SORO DE CORDEIROS: PERFIL
FARMACOCINETICO E AVALIACAO DE SEUS RESIDUOS EM
DIFERENTES METODOS DE CONTROLE PARASITARIO

Artigo a ser submetido para publicacdo na revista Journal of the Brazilian Chemical Society
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RESUMO

A producdo de ovinos destina-se principalmente a criacdo de cordeiros para a produgdo de
carne. O tratamento das parasitoses, principal impasse nos sistemas de producdo
especialmente em pastagens, € realizado com medicamentos veterindrios com acdo contra
endo e ectoparasitas. A moxidectina (MOX) € um anti-helmintico que vem sendo
largamente empregado na ovinocultura devido ao seu longo tempo de agdo em baixas
doses. Deste modo, no presente estudo foi desenvolvido e validado um método simples e
rdpido para quantificacdo e confirmacdo da MOX por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-ESI-MS/MS), a fim de avaliar o perfil farmacocinético da
MOX no soro de cordeiros, bem como verificar o efeito de trés métodos de controle de
endoparasitas sobre a presenca de residuos de MOX no soro no momento do abate. O
preparo da amostra foi baseado na extracdo com acetonitrila, limpeza do extrato por fase
s6lida dispersiva utilizando amina primdria e secunddria (PSA), e a determinacgao realizada
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-ESI-MS/MS).
O método analitico desenvolvido foi validado apresentando exatidao entre 80-107,3 % e
valores de precisdo intra e interdias entre 1,7-6,7 %. Os limites de deteccdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ) determinados foram de 2,0 ng mL™ e 5,0 ng mL™, respectivamente.
Os resultados dos parametros de validagdo demonstraram que o método foi adequado para
determinar a presengca da MOX no soro de cordeiro. A disposi¢do da MOX no soro foi
avaliada em cordeiros da raca suffolk (n=7), apés administracio subcutinea de 0,2 mg kg
de peso corpdreo, em uma unica dose. As concentragdes de MOX no soro apresentaram
valores de Cmax 8,5 + 2,81 ng mL'l, no Tmax de 1 dia. O valor da AUC foi de 82,42 +
8,02 ng diamL'.OT 12 obtido foi de 7,66 + 1,62 dias. Os resultados indicam uma absor¢ao
subcutinea lenta e, portanto, maior exposi¢do sisttmica e menor disponibilidade do
farmaco na circulagdo sanguinea, quando comparado com outras espécies como caprinos,
bovinos ou com outros firmacos como a ivermectina. Para avaliacdo dos tratamentos
antiparasitarios em condi¢Oes de criacdo no campo, foram selecionados 40 cordeiros sendo
o farmaco aplicado (aplicacdo subcutinea de 0,2 mg Kg' de peso corpéreo) de forma
preventiva (a cada 28 dias) ou sempre que o animal apresentasse necessidade de aplicagdo

conforme o tratamento avaliado (apds contagem de ovos por grama de fezes (OPG) ou
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FAMACHA). Na época do abate ndo foi verificada a presenca de MOX no soro dos

animais, em niveis acima do LOQ.

Palavras-chave: cordeiros, moxidectina, validagcdo, farmacocinética.
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ABSTRACT

In Brazil, the sheep breeding is primarily intended to the production of lamb meet. The
treatment of gastrointestinal parasitosis, one of the main impasses in the production
systems, is conducted with veterinary drugs with action against endo and ecto-parasites.
Moxidectin (MOX) is a paraciticide that has widely been used in the sheep breeding due to
its effectiveness at low doses. Thus, in the present study it was developed and validated an
analytical method employing liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-
ESI-MS/MS) for the determination of MOX in the serum, evaluated the pharmacokinetic
profile of MOX in suffolk lambs (n=7), and compared the MOX residue levels on the
serum of animals (n=40) subjected to three different parasiticidal method of control in
conditions of commercial breeding in the field: faecal egg count of parasites, the
FAMACHA® test and the application of MOX at regular periods of 28 days. MOX was
always applied by subcutaneous administration of 0.2 mg kg body weight. The developed
and validated method was based on acetonitrile extraction, extract cleanup by dispersive
solid phase using primary and secondary amine (PSA) plus octadecyl (C18), and analysis
by liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS). The method
presented between 80 to 107.3 % accuracy, and precision values between 1.7 - 6.7 %. The
limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ) were 2.0 ng mL" and 5.0 ng mL™,
respectively. The results of the validation parameters showed that the method was suitable
to determine the presence of MOX in the lamb serum. The pharmacokinetic study showed
Cmax value of 8.5 =+ 2.81 ng mL'l, and Tmax of 1 day. The AUCy-0 and the T;, were
82.42 + 8.02 ng day.mL" and 7.66 + 1.62 days, respectively. The results indicated a slow
MOX subcutaneous absorption and, therefore, increased systemic exposure time and low
availability of the drug in blood circulation, when compared to other species such as goats
or cattle, or to ivermectin. None of the different parasiticidal control methods evaluated

showed MOX residue levels above the LOQ of the analytical method.

Keywords: lambs, moxidectin, validation, pharmacokinect.
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INTRODUCAO

No Brasil, a ovinocultura é uma atividade em desenvolvimento, com investimentos
crescentes na atividade e nas estratégias de comercializacio. Estas e outras acdes, relativas
a cadeia produtiva, culminaram no crescimento do nimero de estabelecimentos rurais com
a presenca de ovinos, inclusive para locais onde antes a ovinocultura era insignificante
(Viana, 2008).

A ovinocultura estd baseada, em vdrias regides do Brasil, em sistemas de criagdo em
pastagens caracterizada por altas lotacdes e, consequentemente, possibilitando elevada e
frequente contaminacdo larval e infeccdo parasitiria. As infeccdes por nematddeos
gastrintestinais tém se constituido importante entrave a expansao da ovinocultura de corte.
A carga parasitdria gastrointestinal estd associada com mudangas fisioldgicas verificadas
nos animais, tais como disfun¢do intestinal e estresse nutricional levando a diminui¢do na
condi¢ao corporal, diminuindo o ganho de peso e podendo levar a morte de animais. Dentre
0os parasitas mais importantes que acometem os rebanhos de ovinos destaca-se o
Haemonchus contortus (Viana, 2008).

Dentre os antiparasitarios de uso permitido para controle de endo e ectoparasitas em
ovinos em todo o mundo, as lactonas macrociclicas tem sido amplamente empregadas
devido a sua elevada eficiéncia em baixas doses (Molento, 2009). A MOX, derivado semi-
sintético da nemadectina, ¢ uma lactona macrociclica proveniente da fermentacio de fungos
do género Streptomyces cyanogriseus. Essa lactona vem ganhando destaque nos rebanhos
ovinos do Brasil na ultima década, devido sua eficdcia contra nematoides resistentes a
ivermectina e outras drogas antiparasitarias, como o benzimidazol. (Sumano e Ocampo,
2006; Lifschitz et al., 2002; Durden, 2006).

Contudo, o uso indiscriminado da MOX tem induzido também a resisténcia
parasitdria, assim como ocorreu com outros firmacos no decorrer de sua utilizagdo,
podendo tornar o farmaco ineficaz em curto intervalo de tempo (Molento, 2009; Chagas,
2009). Como medida de controle da resisténcia parasitdria, alternativas vem sendo
estudadas, também visando minimizar a proliferacdo de doengas nos animais e o prejuizo as
criagdes, entre as quais podem ser citadas: manejo dos rebanhos e da pastagem, adequada

nutricdio de acordo com as categorias dos animais do rebanho, selecio de animais
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resistentes, controle biolégico, utilizacdo de vacinas, fitoterapia e/ou a utilizagdo de
técnicas para avaliacdo do grau de infec¢do (Molento, 2005).

Dentre os métodos diagndsticos que avaliam a carga parasitdria dos ovinos, pode-se
destacar: o exame do grau FAMACHA® e a contagem de ovos por gramas de fezes (OPG).
O FAMACHA® detecta os animais resistentes ao H. Contortus, determinando o grau de
anemia do animal através coloracdo da mucosa conjuntiva. O exame de OPG corresponde a
contagem de ovos por gramas de fezes, sendo que o firmaco € administrado quando o
animal apresenta uma contagem superior a 700 ovos/g fezes. Outra alternativa é a
administracdo do medicamento em periodos regulares, a fim de se evitar infeccdes clinicas
e subclibicas (Sotomaior et al., 2007; Molento e Severo, 2004). Nesse caso, mesmo sem o
resultado de um exame diagndstico, utilizam-se os fiarmacos, o que pode acentuar a
resisténcia parasitaria, resultado inadequado no momento.

Métodos cromatograficos para determinagdo de MOX no soro de diferentes espécies
(suinos, bovinos, marsupiais, ovinos) tém sido relatados, tais como: a cromatografia liquida
com detec¢do por fluorescéncia (LC-FL) (Bradley et al., 2012; Gianetti et al., 2011; Xia et
al., 2010), ou associada a espectrometria de massas (Stout et al., 2000; Death et al 2011;
Wang et al 2011; Rubensam et al., 2011; Noppe et al., 2009; Inoue et al., 2009). No
entanto, cabe destacar que os métodos que utilizam a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sdo os de escolha devido a possibilidade de confirmacdo e
quantificagdo dos compostos de interesse.

A maioria dos procedimentos de preparacio de amostra relatados para a
determina¢do da MOX no soro envolvem etapas de limpeza utilizando colunas de micro
extracdo em fase solida (SPM) (Gokbulut et al., 2009; Pérez et al., 2010; Cittrackarn et al.,
2009; Lifschitz et al., 2009). Esses métodos sao demorados, requerem grandes quantidades
de solventes organicos, resultando no aumento do tempo de andlise e do custo (Caldas et
al.,2011).

Conforme documentado na literatura, os parametros farmacocinéticos de um
farmaco veterindrio variam conforme a dose administrada, a espécie, o tipo de animal, o
local de aplicacdo, entre outros (Lanusse et al., 1997;. Dupuy et al., 2001). Assim, tendo

por base os sistemas de criacdo de ovinos no pais, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
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disposicdo da MOX no soro de cordeiros, através da determinacdo dos seguintes
pararametros farmacocinéticos: concentracio mdxima (Cmdx), temperatura maxima
(Tméx), area em baixo da curva (AUC) e tempo de meia vida (T;,). Foi também
quantificado o residuo da MOX no soro de cordeiros submetidos a trés métodos de controle
parasitirios em condicdes de campo. Para tanto, foi desenvolvido e validado um método
analitico simples e rdpido, baseado na extracdo com acetonitrila, limpeza do extrato por

fase sélida dispersiva e andlise por LC-ESI-MS/MS.

MATERIAIS E METODOS

Materiais e equipamentos

Padraoes analiticos, Solventes e Reagentes

Moxidectina (pureza de 94,8%) e selamectina (SEL) (pureza de 97,6%) foram
obtidas da European Pharmacopoeia Reference Standart (Strabourg, France). Acetonitrila
(ACN) grau de pureza HPLC foi obtida de J.T. Baker (USA). Metanol (MeOH) grau de
pureza HPLC foi obtido de J.T. Baker (México). Trietilamina (TEA) grau de pureza PA
(99%) foi obtida da Merck (Alemanha). Octadecil (C18) e amina primaria/secundaria
(PSA) foram obtidos de UCT, Inc. (Bristol, USA).

A dgua usada para preparar as solucdes foi purificada em sistema Mili-Q, modelo

Plus system (Millipore, USA).
Solucdes Padries
Solugdo padrio estoque: foi preparada em ACN na concentragio de 1 mg mL™,

armazenadas em frascos de 10 mL e mantida em freezer a temperatura de -20 °C. Essa

solugdo foi usada por um periodo de, no méximo, 6 meses.

62



Solucdo padrio intermedidria: foi preparada diariamente pela diluicdo apropriada da
solucio estoque em acetonitrila na concentracio de 10 pg mL’ e armazenadas sob
refrigeracdo a 4 °C.

Mix das solugdes de trabalho — foram preparadas diariamente pela dilui¢do das
solucdes intermedidria da MOX e da SEL (padrdo interno) utilizando, para tanto, fase
movel (FM) empregada na separacdo cromatografica.

A FM foi composta por (A) ACN e (B) MeOH:H,O (50:50 v/v) e trietilamina
(TEA) adicionada em quantidade suficiente para se obter um pH de 8. A propor¢ao entre as

fases A:B foi de 75:25, v/v.

Amostras de soro de cordeiro

As amostras de soro de cordeiro utilizadas no presente estudo, incluindo as
amostras branco foram fornecidas pelo Laboratério de Produgdo e Pesquisa em Ovinos e
Caprinos (LAPOC), pertencente a Fazenda Experimental da Universidade Federal do
Parand, localizada na regido metropolitana de Curitiba.

As amostras branco utilizadas para o estabelecimento das condi¢des analiticas
foram analisadas e os cromatogramas inspecionados quanto a presenca de interferentes, que
poderiam comprometer o desenvolvimento do método analitico. Nenhum interferente foi
detectado nos tempos de reten¢do correspondentes a MOX e a SEL, garantindo a

viabilidade das amostras branco.

Equipamentos

As andlises cromatogrificas foram realizadas usando um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Varian, USA) constituindo de um sistema de
bomba bindria (Varian ProStar 210 ) e um injetor automdtico do tipo Varian Pro Star
(Varian ProStar 410 AutoSampler model). O cromatdgrafo foi acoplado a um

espectrometro de massas em série, contendo uma fonte de ionizacdo eletrospray (ESI)
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seguido por um analisador do tipo triplo quadrupolo (QqQ), modelo Varian 1200L (USA).
O software utilizado para a aquisi¢do dos dados foi o Varian MS Workstation (versao 6).
Para a desgaseificacdo da fase mdvel e para o preparo das amostras foi empregado um
banho de ultrassom (modelo Transonic 460/H ultrasonic bath da Elma, Germany). Para a
medicao e ajuste do pH da FM, utilizou-se um pHmetro modelo DM-20 (Digimed, Brasil).
No preparo das amostras foi utilizado um agitador de tubos tipo vortex (Quimis, Brasil),
um evaporador modelo HB4 Basic rotating evaporator (IKA, Germany), para concentracao
dos extratos; uma centrifuga (modelo Heraeus Multifuge 3L-R centrifuge (Thermo

Scientific, USA) para a separagdo das fases sélida e liquida da amostra

Ensaios com os cordeiros

Estudo farmacocinético (Fase I)

Nessa primeira fase, objetivando a obten¢do de soro para identificacio e
quantificagdo da molécula moxidectina no soro dos cordeiros, os animais foram confinados
em baias individuais, com piso ripado suspenso, equipadas com comedouro e bebedouro
individuais e alimentados com uma dieta composta por 70% de silagem de milho
(volumoso) e 30% de concentrado, formulada para atender as exigéncias de cordeiros com
potencial de crescimento rapido.

Para o estudo de disposi¢do da MOX no soro foram selecionados aleatoriamente
cordeiros recém desmamados (n=7), com idade entre 111 a 113 dias e o peso corporal
variando entre 32,25 a 39 kg, que nunca haviam recebido tratamento com anti-helmintico.
Estes receberam uma tnica aplicacdo subcutinea de MOX 1% na dose de 0,2 mg kg de
peso corporeo. No dia da aplicagdo do anti-helmintico, todos os animais foram submetidos
a um jejum soOlido de 12 horas e, posteriormente, pesados. A dose administrada foi
calculada, individualmente, com base no peso do animal considerando que a concentragdao
de MOX no medicamento utilizado era de 1%, tendo sido aplicada com auxilio de uma
seringa graduada em escala de 0,1 mL.

O sangue foi coletado de todos os animais antes (dia zero) da aplicacdo do anti-
helmintico. Apds a aplicacdo foram coletados 1,5 mL de sangue, de cada animal, nos
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seguintes periodos: 6, 12, 18; 24, 30 e 36 horas e 2; 3; 5; 9; 14; 21; 28; 35 e 42 dias. As
amostras colhidas foram mantidas sob refrigera¢do (4 °C) por, no méximo, duas horas antes
de serem centrifugadas a 2500 g, por 15 minutos, para obtencdo do soro. O soro foi
armazenado em tubos de eppendorf e congelado a temperatura de -20 °C, até o momento

das analises.

Avaliagdo dos métodos de controle parasitdrio em animais em pastagens (Fase II)

No estudo de campo (II), objetivando a quantificacdo do residuo em animais
submetidos aos métodos de controle de parasitoses efetivamente utilizados em criagdes
comerciais, cordeiros (n= 40) da raca suffolk, que nunca haviam recebido tratamento com
anti-helmintico, foram monitorados quanto as infec¢des parasitdrias, a partir de 40 dias de
idade. Os cordeiros foram mantidos com suas maes em pastagem de Tifton-85 e submetidos
a trés programas para controle de endoparasitas para pequenos ruminantes: (1) tratamento
preventivo a cada 28 dias; (2) tratamento apds contagem de ovos por grama de fezes (OPG)
e (3) tratamento seletivo aplicando o método FAMACHA®.

No inicio dos tratamentos os cordeitos pesavam, aproximadamente, 23 kg e
apresentavam 42 dias de idade. Para os animais correspondentes ao método de controle por
contagem de OPG, a cada 14 dias foi realizada a coleta de fezes da ampola retal para
contagem do nimero de ovos por grama de fezes (OPG), segundo metodologia de Gordon e
Whitlock (1939). Cada vez que os animais apresentaram OPG igual ou maior que 700
foram tratados com a MOX 1% injetdvel, na dose recomendada pelo fabricante (0,2 mg kg
de peso corporal).

Na mesma oportunidade, para os animais correspondentes, aqueles aos quais foi
aplicado ao método FAMACHA® (BATH et al, 1996) a administracdo da MOX foi
realizada nos animais que apresentaram grau FAMACHA® maior ou igual a 3,
determinado através da colora¢do da mucosa ocular (graus de 1 a 5).

No caso dos animais sob tratamento preventivo, os mesmos receberam a MOX, na

mesma dosagem, no dia O (entrada na area experimental) e a cada 28 dias, a partir de entao.
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No dia da aplicacio do anti-helmintico, os cordeiros que precisaram ser
desverminados, foram submetidos a um jejum sélido de 12 horas e, posteriormente,
pesados. A dose administrada foi calculada individualmente com base no peso do animal.

Para a coleta das amostras de soro foi respeitado o tempo de caréncia do firmaco
de 28 dias para todos os animais. No momento da coleta, os cordeiros apresentavam em
média 31 kg de peso corporal e 136 dias de idade, sendo coletados 1,5 mL de sangue de
cada animal. As amostras foram mantidas refrigeradas por, no maximo, duas horas antes de
serem centrifugadas por 10 minutos a 4000 g para obtencdo do soro, os quais foram

armazenados a temperatura de -20°C, para posterior anélise.

Método analitico

Preparo da amostra

Amostras de soro branco (0,5 mL) foram adicionadas em tubos de polipropileno de
50 mL. A extragdo foi realizada com adi¢ao de 2 mL de ACN para favorecer a precipitacao
das proteinas, seguida de agitacdo em vortex por 30s e centrifugacdo a 13855 g, por 5 min,
a 5 °C. Para a etapa de clean-up, o sobrenadante foi transferido para outro tubo de
polipropileno de 50 mL, contendo 100 mg de C18 e 0,75 mg de PSA. Os extratos foram
novamente agitados em vétex por 30s, centrifugados (13855g, 5 min, 5 °C) e refrigerados
por 1 hora a 4 °C. Uma aliquota do sobrenadante (2,7 mL) foi transferida para baldes de
fundo redondo de 50 mL e evaporados até a secura em rota-evaporador a 40 °C. O residuo
foi resuspendido em 0,5 mL de fase movel. Para facilitar a dissolucdo dos analitos, o baldo
foi colocado em um banho de ultrassom, por 30s. Por ultimo, os extratos resultantes foram
filtrados em membranas de celulose com poros de 0,22 um de didmetro (Whatman, EUA),
diretamente no vial, e injetados no LC-ESI-MS/MS. O esquema da marcha analitica esta

ilustrado na Figura 1.
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Soro de Cordeiro + ACN
05mL) + (2mL)

l

Clean-up - PSA +C18 ]

(75 mg + 100 mg)

l

Vortex + Centrifuga ] Injecao LC-MS/MS

(30 s) + (13855g, 5 min, 5°C) (5uL)

Refrigeracao Concentrar + Ressuspender + Filtrar
(1h/4°C) (até a secura) + (0,5mL) + (0,22 um)

Figura 1. Fluxograma da marcha analitica.

Vortex + Centrifuga
(30s) + (13855g, 5 min, 5 °C)

Condicades do sistema LC-ESI-MS/MS

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna analitica de fase
reversa C18 (50 x 2,1 mm, 2,7 um) Poroshel 120 EC-18 (Agilente Technologies, USA),
precedida por uma coluna guarda de fase similar (30 x 2,1 mm, 2,7 um), a temperatura
ambiente (25 °C). O volume de inje¢do empregado foi de 5 uL, e a vazdo da FM foi de 0,20
mL min™.

A FM foi filtrada em membranas de nylon obtidas de JFILTER (USA), com tamanhos
de poros de 0,45 pm.
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Para o sistema MS/MS (identificacdo e quantificacdo), foram estabelecidas as
seguintes condi¢des de ionizacdo: temperatura da fonte ajustada em 50 °C, voltagem do
capilar de -85 KV para a MOX e SEL, pressdo e temperatura do gds de dessolvatagcdao
(Nitrogénio) equivalente a 29 psi e 280 °C, respectivamente. O gds de colisdo utilizado foi
o argdnio e o gds de nebulizacdo o ar. A voltagem do detector foi configurada em 2000 V.
O método de aquisicdo MS/MS foi o monitoramento de reagdo multipla (MRM), realizado
no modo negativo. Para a MOX os fragmentos de transi¢do (m/z) foram 638 > 108; 638 >
235, e para identificacdo da selamectina 769 > 226, 769 > 722. Os fragmentos de transi¢cao
(m/z) 108 e 226 foram utilizados para quantificacdo e os fragmentos 235 e 722 para

confirmacao da MOX e SEL.

Validagdo do método

O método foi validado em base com as recomenda¢des do guia de Validagdo de
Métodos Analiticos do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2011)
e da Comunidade Europeia (EC, 2002), os quais estabelecem critérios de desempenho para
os métodos analiticos destinados a determinagao de residuos e contaminantes em alimentos
de origem animal. Assim, os parametros avaliados foram: linearidade, seletividade, efeito
matriz, precisdo intra e interdia, exatidao, limite de detec¢do e limite de quantificacao.

A seletividade do método foi avaliada por comparacdo do cromatograma obtido da
analise de seis amostras de soro branco (n = 10) e das matrizes fortificadas, verificando-se a
auséncia de interferentes coeluindo com os analitos (MOX e SEL) ou préximo ao tempo de
reten¢ao.

A linearidade e a sensibilidade foram estabelecidas a partir das curvas de calibracdo
em solu¢do padrdo, extrato fortificado e matriz fortificada em 7 niveis de concentracdo
(5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 ng mL'l). Os resultados obtidos foram analisados
pelo método de minimos quadrados e a linearidade expressa como o coeficiente de
correlacdo linear (Rz).

Para a obtenc¢do do extrato fortificado, amostras de soro branco foram submetidas ao

processo de extracdo estabelecido (Figura 1) e aos extratos obtidos foram, adicionadas
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concentracdes conhecidas das substincias a analisar (MOX e SEL). Para a obten¢do da
matriz fortificada, foram adicionadas concentracdes conhecidas dos analitos de interesse as
amostras de soro branco e, posteriormente, submetidas ao procedimento de extracdo.

Outro estudo importante para métodos analiticos empregando a técnica de LC-
MS/MS € a avaliagdo do efeito matriz, destinado a verificar as interferéncias causadas por
quaisquer elementos que compdem a matriz de amostragem, que poderiam gerar
diminui¢do ou aumento de sinal. O efeito matriz foi avaliado pela realizac¢do dos testes F e t
de Student e os efeitos obtidos para cada um dos analitos foram expressos em porcentagem.
Para o cdlculo, compararam-se os resultados obtidos para o extrato fortificado, nos niveis
de concentracdo correspondentes a 20, 40, 60 ng mL™, com os resultados obtidos para os
mesmos niveis de concentracdo dos analitos dissolvidos em solvente. A diferenca de sinal
obtida no extrato e na solucdo, em cada nivel de concentracdo, foi dividida pelo sinal do
analito em solucao.

A precisao do método foi determinada em duas etapas: (i) repetibilidade (intra-dia) e
(i1) a precisdo intermedidria (inter-dia). A precisdo foi avaliada em 3 niveis de fortificacao
do soro (0,5; 10,0 e 20,0 ng mL'l), sendo 5 replicatas para cada nivel. A repetibilidade foi
expressa pelo coeficiente de variacdo (CV) dos resultados de cada nivel de fortificacdo,
analisados no mesmo dia, com a mesma amostra € usando o mesmo instrumento. A
precisao intermedidria foi expressa pelo CV dos resultados das anélises realizadas em trés
dias diferentes (n = 3), pelo mesmo analista, usando 0 mesmo instrumento.

A exatidao foi avaliada através do teste de recupera¢do da matriz fortificada, em 3
niveis de fortificacdo (0,5; 10,0 e 20,0 ng mL'l). Cada nivel de fortificagdo foi avaliado
utilizando 5 replicatas. Os resultados foram expressos como a percentagem das
concentracoes média fortificadas na matriz em relagdo a concentracdo fortificada em
solucdo padrdo na mesma concentracao.

Os limite de detec¢dao (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram estabelecidos através da
fortificacdo da matriz, em baixos niveis de concentracdo. O LOD foi expresso como a
menor concentragdo cujo sinal equivale a 3 vezes a relagdo sinal/ruido. Enquanto que o
LOQ foi estabelecido como o menor nivel capaz de produzir um sinal equivalente a 10

vezes a relacdo sinal/ruido, com precisao de 20 % e exatidao de 80-120 %.

69



Avaliacao dos parametros farmacocinéticos da moxidectina no soro

A partir das concentragdes soroldgicas de MOX foi construida uma curva semi-
logaritmica considerando a concentra¢io do firmaco versus o tempo pds-aplicacdo. A partir
dessa curva, foram obtidos os seguintes parametros sobre o firmaco utilizado, segundo
Gibaldi e Perrier (1982):

- Tempo de meia-vida (t;);

- Concentra¢cdo méaxima (Cmax);

- Tempo da concentracdo méaxima (Tméx);
- Area sob a curva (AUC);

- Constante de eliminacdo (Ke);

O tempo de meia vida foi obtido pela equacdo T;, = Inpy/ke, onde In € o logaritmo
neperiano. As concentragdes de pico maximo (Cmdx) e o respectivo tempo para atingir
esta concentracao (Tmdax) foram lidos a partir do tracado da curva de concentracdo versus o
tempo. A drea sob a curva da concentragdo soroldgica em relagdao ao tempo, de zero até a
ultima concentracdo detectada (t= 9 dias) (AUC 0-t) foi calculada pela aplicacdo da regra
trapezoidal, usando-se como unidade a quantidade/volume versus a hora. A extrapolacdo
dessas areas para o infinito (AUC 0-) foi feita pela adigao do valor de Ct/ke as (AUC 0-t)
calculadas, onde Ct € a udltima concentragdo plasmdtica do firmaco detectado apds a
administracdo deste. A constante de eliminacdo foi estimada pela regressdo linear dos
pontos da fase de eliminacdo em gréfico linear-log, pelo método dos minimos quadrados do
tempo x logaritmo da concentracdo. As médias e desvios padrdo (DP) foram calculados
para todos os parametros investigados. Os dados foram submetidos a andlise estatisticas

utilizando o software R (http://www.r-project.org/).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Condicoes cromatograficas

A determinacdo das lactonas macrociclicas (LMs) utilizando LC-ESI-MS/MS
como sistema de detec¢c@o pode ser realizada através de dois modos de ioniza¢do: o0 modo
positivo e o modo negativo. No presente estudo, os dois modos de ionizacdo foram
testados.

No modo de ionizagdo por eletronebulizacdo positivo empregou-se uma fase
orgadnica composta por acetonitrila e uma fase aquosa formada por uma solu¢do tampao
de acetato de amodnia 5 mM, acidificada com 0,1% de dcido acético, na propor¢cao de
75:25 viv.

A utilizacdo de sais de amodnia na fase mével, com deteccdo baseada na ESI
positiva, permite detectar as LMs que contenham atomos de nitrogé€nio, através da
monitorizac¢do do analito protonado [M + H]*, como é o caso da MOX e SEL. No presente
estudo, observou-se uma abundincia na formacio dos adutos de sédio [M + Na]" e
potassio [M + K]" e, em menor propor¢do, do ion da MOX protonado [M + H]". A
presenca dos adutos de s6dio e potdssio pode ser atribuida aos vestigios dos mesmos nos
extratos da matriz ou do método, e a sua monitorizagao nao é recomendada por resultarem
em curvas de calibragdo ndo linear (Kauffman et al., 2011; Durden, 2006; Wu et al.,
2001). O ion protonado [M + H]" apresentou uma baixa intensidade de sinal, produzindo
ions produtos de sinal ndo significativos, quando provenientes do fon precursor [M + H]".

Em estudo realizado por Durden (2006), ao monitorar as concentragdes de MOX
e SEL em modo positivo, utilizando fonte de ESI, a concentragdo dos compostos
analisados tendeu a diminuir rapidamente com o aumento da concentragdo do tampao de
amoOnia (Stout et al., 2000; Ali et al., 2000). Este fato pode justificar a baixa intensidade
do sinal para o fon protonado [M + H]" observado no presente estudo. A concentragio do
sal de amonia empregado e porcentagem dos acidos utilizados nos artigos diferem
significativamente, sugerindo-se otimizar o pH e forca idnica da fase mével para criar

condig¢des favoraveis para a ionizagdo dos compostos que abrangem o método analitico.
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Como alternativa aos resultados encontrados, o modo de ESI negativo foi testado.
Na andlise pelo modo negativo com fonte de ESI, empregou-se uma fase organica
composta por acetonitrila e uma fase aquosa adicionada de TEA (75:25 v/v), a fim de se
obter um pH proximo de 8.,0.

A modificacdo da fase mével favoreceu a ionizagdo do composto, resultando em um
aumento significativo do sinal. A adi¢do de trietilamina na FM visou elevar o pH a valores
superiores ao do pKa do analito, favorecendo a abstracdo de prétons no composto. O
cromatograma obtido pelo modo ESI negativo apresentava um tempo de corrida de 12 min
e uma baixa resolucdo nos picos. Como alternativa, 50% da dgua adicionada na fase aquosa
foi substituida por metanol. A adi¢do de metanol diminuiu a polaridade da fase movel,
contribuindo para que os analitos apresentassem uma maior afinidade por esta fase e,
portando, eluissem mais rapidamente da coluna analitica. Deste modo, o tempo de corrida
foi reduzido a metade, passando de 12 min para 6 min. O tempo de reten¢cdo da MOX
passou para 2,6 min e o tempo de retencdo do padrdo interno para 4 min. A diferenca nos
tempos de retencdo dos analitos e na resolu¢do dos picos pode ser observado na Figura 2. A
SEL foi escolhida como padrdo interno por ser improvavel a sua utilizagdo em animais

produtores de alimentos e ser quimicamente similar a MOX.
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Figura 2. Cromatogramas da MOX e SEL na fase mdvel (a) sem adi¢do de metanol e (b)

com adi¢do de metanol.
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O método isocratico foi utilizado no presente trabalho uma vez que a MOX e o
padrdo interno apresentavam picos bem resolvidos e com curto tempo de corrida, ndo sendo
necessario o desenvolvimento de um gradiente.

O volume de injecdo inicialmente testado foi de 10 uL, observando-se o
saturamento da coluna analitica apds injecdes consecutivas do extrato do soro. Este fato
pode ser comprovado pela alteracdo do efeito matriz, ou seja, pela mudanga na capacidade
de ionizacdo da MOX, conforme apresentado na Figura 3. Deste modo, foi testado um
volume de injecdo de 5 puL, associado com um processo de limpeza dos extratos, ndo tendo

sido mais verificado a presencga de efeito matriz.
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Figura 3. Mudan¢a no comportamento de ionizacdo da MOX apés injecdes consecutivas
das amostras a um volume de 10 pL, verificado pela comparagdo das curvas em solucio

padrao (PD) e extrato fortificado (EF).
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As condigdes Otimas para ionizacdo dos analitos no ESI-MS/MS foram
determinadas de forma a alcancar a maior sensibilidade de detec¢c@o dos ions na anélise por
espectrometria de massas. Para tanto, foram realizadas infusdes diretas no espectrometro de
massas de solucdo de MOX e SEL na concentracdo de 1,0 pg mL™ de cada composto,
utilizando fluxo de 20 uL min™'. Um ajuste fino de cada pardmetro foi realizado para cada
analito, obtendo-se como condi¢des Otimas de trabalho: temperatura da fonte 50 °C,
voltagem do capilar -85 KV (MOX e SEL), pressdo e temperatura de dessolvatacao do gas
equivalente a 29 psi e 280 °C, respectivamente. A voltagem do detector foi configurada em
2000 V.

Para a quantificacdo e confirmacdo da identidade dos analitos, 0 MAPA (2011) e a
Comunidade Europeia (EC, 2002), estabelecem que os métodos que empregam
analisadores de massa sdo particularmente adequados para a confirmagdo dos residuos por
fornecerem medidas das massas moleculares e informacgdes da estrutura quimica. O uso de
técnicas de espectrometria de massas de alta e baixa resolucdo atende aos critérios para
confirmagao de identidade de residuos baseado no sistema de pontos de identificacdo (IP),
que € relacionado a quantidade de fons fragmentos. Tratando-se de analisadores de massas
de baixa resolu¢do, como € o caso de analisadores triplo quadrupolos, quatro IP sio
necessarios para confirmagdo (EC, 2002). Dessa forma o método desenvolvido atinge os 4
IP requeridos para a confirmagao da identidade da MOX e SEL, pelo monitoramento do ion
molecular (equivalente a 1 IP) e dois fons fragmentos (1,5 IP para cada fon fragmento). O
fon molecular e as duas transi¢des de sinal mais intenso da MOX e da SEL sao

apresentadas na (Tabela 1).

Tabela 1. Fragmentos de identificacdo e confirmacdo dos analitos.

, Massa £ £
, Férmula Ion Ion Produto
Farmaco Molecular Molecull ar Precursor (m/z)
(g/mol) (m/z)
MOX C37H53NOg 639.,8 638 108 e 235
SEL C43HegsNOy4 769.9 768 226 e 722
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Preparo da amostra

Os estudos iniciais para o estabelecimento e otimizagdo das etapas envolvidas no
processo de preparo da amostra foram realizados tomando como referéncia procedimentos
descritos na literatura (Cittrackarn er al., 2009; Gockbulut et al., 2009; Lifschitz et al.,
2009; Perez et al., 2010). Assim, o procedimento foi baseado na extracdo liquido-liquido
com o uso de ACN, que além de remover o analito da matriz também € responsdvel pela
precipitacdo das proteinas plasmdticas. Também, Kinsella et al., (2009) afirmaram que a
utilizacdo concomitante de PSA e C18 promove uma satisfatéria limpeza dos extratos, com
remog¢ao de aproximadamente 90% dos co-extrativos da matriz, e proporciona altos niveis
de recuperacdo. Segundo esses autores, o emprego do PSA fornece adequadas recuperacdes
para analitos monitorados no modo de ionizacdo positivo, mas baixas recuperacdes no
modo negativo. Enquanto o CI8 fornece altas recuperagdes para andlise no modo de
ionizacao negativo e satisfatéria recuperagdes dos analitos no modo positivo.

Considerando que o espectrometro de massas ¢ um analisador seletivo, que permite
a identificacdo dos analitos conforme a razdo massa/carga, inicialmente os extratos foram
analisados no LC-ESI-MS/MS sem a realizagdo de uma etapa de limpeza. Contudo, o
extrato obtido ocasionou o entupimento do capilar da fonte de fons por eletro nebulizagao
(ESD) e a “contaminacdo” da pré-coluna e coluna do cromatégrafo. Assim, varias condi¢des
de preparo de amostra foram testadas, dentre elas a utilizagao de uma etapa de limpeza por
extracdo dispersiva em fase sélida (SPE-d), utilizando-se os adsorventes PSA (amina
primdria e secunddria) e octadecil (C18), incluindo-se a variagdo da quantidade de C18
empregada (75, 100 e 150 mg), assim como o uso de MgSO4 (150 mg) (Anastassiades et
al., 2003).

Cabe mencionar que a quantidade do adsorvente PSA utilizado no teste (75 mg)
baseou-se no estudo realizado por Hashimoto er al, (2012), o qual realizou um
delineamento composto central e determinou que a quantidade 6tima de PSA para limpeza
dos extratos de verde malaquita e verde de leucomalaquita em filé de tildpia € de 25 mg do
adsorvente para cada 1 mL do extrato. O sorvente PSA apresenta um elevado efeito

quelante, contribuiundo para a reten¢do de dcidos graxos livres e de outros compostos
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polares presentes na matriz (Prestes et al., 2009; Hashimoto et al., 2012), e o C18 tem a
funcdo de remover grupos lipofilicos. O MgSO, foi escolhido como sal extrator devido a
sua maior capacidade de remover a d4gua quando comparado a outros sais. Além de reduzir
o volume de fase aquosa, sua hidratacdo é uma reagcdo exotérmica, tendo como resultado o
aquecimento (entre 40 e 45 °C) da amostra durante as etapas de extragdo/parti¢do,
favorecendo a extragdo, especialmente dos compostos apolares.

Verificou-se que a adicdo de MgSO4 ndo influenciou nos resultados obtidos, deste
modo, optou-se por ndo empregar o sal no preparo da amostra. O mesmo foi constatado
para concentracdes superiores a 100 mg de C18. Todavia, o uso concomitante de PSA e
C18 forneceu melhor eficiéncia de limpeza das amostras, quando comparado com a
utilizacao somente do PSA. Desta forma, optou-se por realizar a extracio da MOX em uma
Unica etapa, sendo o extrato submetido a uma etapa de limpeza com PSA (75 mg) e C18
(100 mg). Entretanto, este extrato ainda apresentava efeito matriz positivo. Assim sendo,
com o propdsito de melhorar a eficiéncia do processo de limpeza do extrato foi inserida
uma etapa adicional em que os extratos, juntamente com os adsorventes, eram mantidos
sob-refrigeracdo a 4 °C, por 1 hora. Esta etapa visou minimizar o efeito matriz. Na Figura 4
sdo apresentadas as curvas em solucdo padrdo e extrato fortificado para o método de

extracao desenvolvido, verificando-se auséncia de efeito matriz.
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Figura 4. Auséncia de efeito matriz significativo ao serem comparadas as curvas em

solucdo padrdo (PD) e extrato fortificado (EF) na faixa de trabalho estudada.
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Validacao do método analitico

O método analitico desenvolvido para a determina¢do de MOX em soro de cordeiro
foi validado pela determinacdo dos seguintes parametros: seletividade, linearidade, efeito
matriz, precisdo intra e interdias, exatiddo, limite de deteccdo (LOD) e limite de
quantificacdo (LOQ).

A seletividade foi avaliada verificando-se a auséncia de picos interferentes no tempo
de retencdo dos analitos (MOX e SEL), através da comparacdo do cromatograma obtido
com amostras branco (n=10) com o proveniente da andlise da matriz branco fortificada com
MOX e SEL (n=10). Na Figura 5a, é apresentado o cromatograma de uma amostra branco,
verificando-se a presenga de um interferente préximo ao tempo de retencao da MOX, com
m/z de 528. Deste modo, o m/z 528 foi substituido por outro sinal de boa intensidade, o fon
de m/z 108. No monitoramento deste ion ndo foram verificados interferentes coeluindo com
os compostos estudados (Figura 5b). Na Figura 5c € apresentado o cromatograma da matriz
fortificada com 5,0 ng mL! de MOX e 40 ng mL! de SEL, verificando-se um sinal
apreciavel do analito, em rela¢do ao ruido da linha de base.

Para MOX o efeito matriz foi avaliado pela comparagdo dos niveis de concentragao
da curva analitica no extrato fortificado, com os do analito em solvente. Verificou-se
auséncia de efeito matriz, o que da suporte ao processo de validagdo do método (Figura 6).

Segundo as recomendacdes do guia de validagdo do MAPA (2011), as curvas
analiticas devem conter pelo menos cinco niveis de fortificacdo. No presente estudo, as
curvas analiticas foram compostas por sete niveis, a saber: 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0
e 100,0 ng mL" para, assim, poder assegurar a maior faixa possivel de quantificacio da

MOX no soro de cordeiro.

77



KCounts
Interferente
75 1
5 (a)
50
25 -
0
e | — o
1 2 3 4 5 Tempo (min)
KCounts o s
25 ‘
20 : ) |
A M A < <
5(Mb) 154 N ‘ e z
10 ~ | | I . """'7'—1,, AT AT ‘ I ) “ gé: ,; %é
ST Y R 0 = il bl
| T i t i i
1 2 3 4 5 Tempo (min)
KCounts 4,0
150 -
p 2,7
50 o ’ SEL y
75 - MOX ki< Be
0 - 3
1 2 3 4 5 Tempo (min)

Figura 5. Cromatogramas das amostras: (a) de soro branco com monitoramento dos
fragmentos m/z 528 e 235 da MOX, (b) de soro branco com monitoramento dos fragmentos
m/z 108 e 235 da MOX e (c) da matriz fortificada com 5 ng mL™" de MOX e 40 ng mL™' de
SEL, monitorando os fragmentos m/z 108 e 235 da MOX.
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Avaliacao do efeito matriz
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Figura 6. Avaliacdo do efeito matriz pela comparagdo das curvas em solvente e extrato

fortificado.

A linearidade e a sensibilidade do método foram obtidas a partir das curvas
analiticas matrizadas (matriz fortificada), e sdo representadas pelo coeficiente de correlacao
linear (r*) e pelo coeficiente angular da curva (Figura 7). Para a construcdo da curva
analitica, a 4rea do pico da MOX em cada nivel de concentrag¢do foi dividida pela area do
padrido interno (SEL), adicionado em uma concentracdo fixa de 40 ng mL". O baixo
coeficiente de correlagdo linear obtido (r* = 0,9458) deve-se a m4 reprodutibilidade da drea

SEL. Deste modo, o padrdo interno ndo foi mais utilizado no processo de validacao.
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Curva na Matriz Fortificada
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Figura 7. Curva analitica da matriz fortificada obtida pela divisdo da drea de MOX/SEL

(concentracdo do padrio interno 40 ng mL™).

Ao avaliar a linearidade e a sensibilidade do método nas curvas analiticas em
solucdo padrdo, extrato fortificado e matriz fortificada, sem considerar a drea do padrdo
interno (SEL), os valores obtidos pela integracdo da drea dos picos da MOX apresentaram
coeficientes de correlacdo linear superiores a 0,99 (Figura 8), o que atende as
recomendacdes dos guias de validacdo adotados no presente estudo (MAPA, 2011 e EC,

2002), os quais exigem um coeficiente de correlagdao acima de 0,99.
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Curva analitica da solucdo padrio, extrato e matriz fortificada
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Figura 8. Curva analitica da moxidectina em solvente, extrato e matriz fortificada.

Ao avaliar o grifico do residuo (Figura 9) verifica-se que os pontos de menor
concentracao da curva analitica, ou seja, 3,0 € 5,0 ng mL™! apresentam-se mais afastados do
modelo de ajuste da reta, indicando a tendéncia de residuos. Apesar desta tendéncia, as
curvas do extrato fortificado, solu¢do padrao e matriz apresentaram um CV < 20% para
todos os pontos da faixa da curva entre 5,0 e 100,0 ng mL", sendo passiveis sua utilizagao

para fins de quantificacdo.
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Grafico dos residuos
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Figura 9. Grifico dos residuos das curvas em solu¢do padriao (PD), extrato (EF) e matriz

fortificada (MF).

A avaliacdo do LOD e LOQ para determinacdo de residuos de farmacos veterinarios
em alimentos ndo € contemplada pela Comunidade Europeia (2002), nem pelo MAPA
(2011). Estes guias de validacdo recomendam que sejam reportados o limite de decisao
(CCa - limite a partir do qual se pode concluir que uma amostra é ndo conforme com uma
probabilidade de erro ) e a capacidade de detec¢ao (CCP - teor mais baixo que pode ser
detectado, identificado e/ou quantificado numa amostra com uma probabilidade de erro ).
Contudo, o CCa e CCP apenas sdo considerados quando hd necessidade de determinar se
uma amostra estd ou ndo conforme com relagdo ao limite maximo de residuo (LMR) ou ao
limite minimo de desempenho requerido (LMDR) legalmente estabelecidos. No presente
estudo em que foi avaliado o perfil farmacocinético da MOX a necessidade foi a de
estabelecer o limite de quantificagdo LOQ, ou seja: a menor quantidade do analito no soro
que poderia ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condig¢Oes
experimentais estabelecidas. Deste modo, seguiram-se outros guias de validacdo (FAO,
1997; FDA, 2001; IUPAC, 2002), que recomendam a determinacdo de LOQ e LOD
tomando-se como base a razdo sinal/ruido de amostras branco, nos tempos de retencdo

correspondentes aos dos analitos. O LOD fo1 estabelecido a partir da razao sinal/ruido igual
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a 3. O LOQ foi estabelecido a partir da razdo sinal/ruido igual a 10. Amostras com nivel de
fortificacdo no valor do LOQ foram injetadas 10 vezes e determinado o CV (%) das
respostas. O LOQ foi estabelecido como o menor ponto da curva analitica que apresentou
CV menor que 20 %. Assim, o LOD e LOQ foram de 2,0 ng mL"' e 5,0 ng mL’,
respectivamente.

Os resultados de exatiddo e precisdo do método estdo apresentados na Tabela 2. Os
niveis de concentracdo selecionados foram os niveis de menor concentragdo da faixa de
trabalho estudada, ou seja: 5,0; 10,0 e 20,0 ng mL™. Vale ressaltar que quanto menor a
concentracdo de um analito, maior serd o seu coeficiente de variacdo (Figura 9). Deste
modo, garantindo a precisdo e a exatiddo nos pontos mais dispersivos, automaticamente
asseguramos também um CV < 20 % nos niveis de maior concentra¢do da curva analitica,
pois os mesmos tendem a apresentar alta homogeneidade.

Os valores médios de exatidao, obtidos mediante ensaios de recuperacdo, situam-se
entre 80,0 e 107,3%, estando de acordo com os valores preconizados pelo MAPA (2011) e
EC (2002) que estabelecem valores no intervalo de 70 a 110 %.

A precisdo intradia e interdias foi expressa como o coeficiente de variacdo (CV %)
dos resultados de trés diferentes niveis de fortifica¢do (5,0; 10,0 e 20,0 ng mL'l), em cinco
replicatas para cada nivel, analisadas em condi¢des de repetitividade e reprodutibilidade
intralaboratorial, respectivamente. Segundo a Comunidade Europeia (EC, 2002) e 0 MAPA
(2011), os valores de precisdo devem ser inferiores a 20% para compostos em niveis de
concentracdo menores que 100 ng mL™. Os valores calculados para a precisdo intradia
situam-se entre 1,7 e 6,7 % e os de interdia entre 2,1 e 6,0 %, o que atende aos requisitos
dos guias de validagdo.

Os valores dos parametros de validacdo do método para determinacdo de MOX em

soro de cordeiro sdo apresentados na Tabela 2.

Avaliacao da disposi¢iao da moxidectina no soro de cordeiros

No estudo de avaliacdo da disposicdo da MOX no soro de cordeiros as amostras

foram analisadas utilizando o método desenvolvido e validado. Visando assegurar a
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qualidade dos dados obtidos, uma soluc¢io padrio de MOX na concentragdo de 10 ng mL™,
foi intercalada a cada 10 injecdes no sistema cromatogrifico (LC-ESI-MS/MS) das
amostras analisadas de soro de cordeiro. Uma replicata verdadeira de amostra fortificada

também foi injetada previamente a andlise das amostras.

Tabela 2. Valores dos parametros de validacio do método por LC-ESI-MS/MS para

determinagdo de moxidectina (MOX) em soro de cordeiro.

PARAMETROS DE VALIDACAO

Faixa de trabalho (ng ml™) 5,0-100,0
Linearidade (r) 0,99
Efeito Matriz (%)
20 ng mL" 1,8
40 ng mL" 8,0
60 ng mL" 1.9
LOD (ng ml-") 2,0
LOQ (ng ml-') 5,0
Precisao Intra-Dia (CV %)
5,0 ng mL™ 6,7
10,0 ng mL™" 2,0
20,0 ng mL™! 1,7
Precisao Inter-Dia (CV %)
5,0 ng mL" 6,0
10,0 ng mL™" 2,1
20 ng mL"! 2,9
Exatidao (% Recuperacao)
S ng mL” 82,4-89,8
10 ng mL™! 80,0-98,3
20,0 ng mL"' 83,7-107,3

CV: Coeficiente de Variacao.
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A MOX foi administrada por via subcutinea (0,2 mg kg’ peso corpéreo). A
primeira amostra em que o farmaco foi detectado foi apds 6h do inicio do tratamento, tendo
a concentragdo da MOX no soro aumentado progressivamente até alcancar a concentracao
média maxima (Cméx) de 8,5 + 2,81 ng mL'l, no tempo médio maximo (Tméx) de 1 dia

(Figura 10).
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Figura 10. Perfil da concentragdo de moxidextina (MOX) no soro de cordeiros

versus tempo, apés a administracio subcutinea de 0,2 mg kg™ peso corpéreo (n=7).

Os parametros que descrevem a cinética de disposi¢cdo da MOX sdo apresentados na
Tabela 3.
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Tabela 3. Pardmetros farmacocinéticos da moxidectina (MOX) em soro de

. . .. ~ A -1 2
cordeiro, apds administracao subcutanea de 0,2 mg kg™ peso corpdreo.

PARAMETROS MOX
(Média + DP)
Cméx (ng mL™) 8,5+2,81
Tmax (dias) 1

AUC ¢, (ng dia.mL™) 45,711 + 8,80
AUC o.(ng dia.mL™) 82,42 + 8,02

Ty (dia) 7,66 +1,62

Ke (dia) 0,09 +0,18

DP = Desvio Padrdao; Cmax = pico de concentracdo maximo; Tmax= tempo para alcancar
Cmax; Ke = taxa de eliminag@o constante na fase terminal; t/2 = tempo de eliminacdo de
meia vida; AUCy., = area em baixo da curva extrapolada para o infinito, AUCy9 de zero até

a dltima concentragdo detectada.

Em relagdo aos valores de Cmax verificou-se grande variabilidade entre os
cordeiros (5,12 a 12,28 ng mL'l). Resultados semelhantes foram relatados por Death et al
(2011), os quais avaliaram o perfil da MOX em marsupiais, verificando valores de Cmax
entre 55,7 a 142 ng mL™, ap6s administracio subcutinea de 0,2 mg kg™ peso corpéreo (pc),
e por Hunter et al (2004), que avaliaram o perfil da MOX em lhamas e alpacas ap6s
administracdo tdépica de 0,5 mg kg'l pc. Os autores relataram variagdo de Cmax entre
0,286-1,27 ng mL™ para as lhamas e 0,213-0,879 ng mL" para as alpacas. O nimero de
concentracoes detectiveis de MOX em lhamas e alpacas foi limitado, de modo que os
autores nio puderam determinar os demais pardmetros farmacocinéticos, apenas Cméx e
Tmax. Outros autores (Alvinerie et al., 2008; Antoni¢ et al., 2011; Ballent et al., 2011) que
avaliaram o perfil farmacocinético da MOX apenas apresentaram os valores médios de
Cmax, com seus respectivos desvio padrdao, ndo permitindo a compara¢do da variabilidade
entre os animais. Entretanto, pode-se concluir que dados relatados na literatura e os do
presente estudo indicam que hd grande variabilidade inter e intra-espécie em relagdo ao

Cmax da MOX.
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Dupuy et al., (2003) estudou a farmacocinética da MOX no plasma de cordeiros
machos, com peso corpéreo entre 20 a 37 kg e apresentando seis meses de idade, apds
administracdo subcutancea de 0,2 mg kg™ pc. A concentracdo maxima observada no plasma
de cordeiros (raca Lacaune) foi de 14,49 ng mL'l, semelhantes a alguns dos valores
encontrados no presente estudo. Contudo o Tméx relatado foi de 0,29 dias, valor
significativamente menor daquele verificado neste estudo, indicando no nosso caso uma
passagem para a circulacdo sanguinea mais lenta. Este fato pode estar relacionado a
condi¢@o corporal dos animais, uma vez que a raca Lacaune apresenta maior aptiddo para
producdo de leite e a raga suffolk para carne, portanto, apresentam composi¢do corporal
diferente, o que pode interferir na biotransformacdo do farmaco.

Os niveis de MOX no soro diminuiram progressivamente apds 24 horas da
administracio da dose, com modificagdes significativas na disposicio da MOX,
apresentando, com 3 dias apds aplicagdo do firmaco, uma taxa de disposi¢do constante na
fase terminal de 0,09 = 0,05 dias. O tempo de meia vida de elimina¢do do firmaco na fase
terminal do perfil de concentracdo-tempo também diminuiu, apresentando valores de 7,66 +
0,05 dias. A concentragdo de MOX permaneceu quantificivel no soro por um periodo de
até 9 dias apds o tratamento, confirmando o longo tempo de residéncia do firmaco no
organismo.

A drea sob a curva de concentragdo-tempo € geralmente considerado como sendo o
mais pertinente para a avaliacdo da extensao da exposicdo ao farmaco, o valor verificado
foi de 82,42 + 8,02 ng dia.mL'l, o qual é semelhante ao relatado por Dupuy et al., ( 2003)
em cordeiros (73,26 + 25,60 ng dia.mL'l) e inferior ao relatado por Escudero et al.,
(1999) em cabras (136 ng dia.mL'l). Escuredo et al., (1999) avaliou cabras da raca
Murciano-Granadina, com peso corporeo entre 31 a 45,8 kg, e apresentando entre 1,5 a 3
anos de idade.Verificou-se que os valores inferiores de AUC para MOX obtidos no
presente estudo, quando comparados com Escuredo, podem estar relacionados ao menor
armazenamento da gordura corporal em cordeiros quando comparado com o animal adulto,
carneiro e ovelha (Dupuy et al., 2001). Estudos anteriores demonstraram que a
farmacocinética do endectocida apresenta variabilidade conforme o animal avaliado e a

espécie (Lanusse et al., 1997;. Dupuy et al., 2001).
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A eliminacdo de semi-vida plasmatica da MOX em cordeiros foi menor do que os
valores citados para os bovinos e caprinos adultos que receberam o mesmo tratamento
(Lanusse et al., 1997;. Escudero et al., 1999). Lanusse et al., (1997) avaliaram o perfil
farmacocinético em bovinos machos, com peso corpdreo entre 180-210 kg e apresentando
10 meses de idade, ap6s administracdo subcutdnea de MOX a 0,2 mg kg™ pc, obtendo
valores de eliminacdo de meia vida plasmadtica de 14,5 + 1,2. Este fato pode ser justificado
pela dose administrada a um animal adulto que é de 2-4 vezes maior que a do cordeiro,
contribuindo para que uma maior concentracdo da droga possa depositar-se no organismo
do animal. O depésito da MOX no tecido adiposo atua como um reservatério para a droga,
liberando-a gradualmente na corrente sanguinea e conrtibuindo para a persisténcia da
atividade da molécula nos tecidos alvos e para a meia via longa. Os animais jovens, por
apresentarem menor teor de gordura no corpo, tendem a armazenar menor quantidade do
composto, influenciando no armazenamento e biotransformagdo do fairmaco.

Em estudos realizados por Antoni¢ et al., (2011) e Ballent et al., (2011), os autores
avaliaram a disposicdo da ivermectina em ovinos apds administracdo subcutanea de 0,2 mg
kg'. Antoni¢ et al., (2011) avaliou ovelhas lactantes da raca Istrian Pramenka, pesando
aproximadamente 55,3 + 5,3 kg e apresentando 3,9 anos + 1,1 anos e Ballent et al., (2011),
ovinos machos da raga Corriedale com peso corpéreo entre 45-50 kg. Os valores de Cmdx
encontrados foram de 13 e 8,8 ng mL'l, respectivamente, semelhantes aos valores obtidos
no presente estudo, e Tméax de 3,3 e 2,15 dias, respectivamente. O Tmadax foi superior,
indicando uma lenta absor¢do do firmaco, provavelmente estando relacionada ao tipo de
formulacdo empregado para a administracio da droga e a idade do animal. Conforme
documentado, a atividade anti-helmintica dos endectocidas esta diretamente relacionada
com a quantidade da droga que alcanca a circulacdo sist€mica, sendo este o principal
determinante de sua eficdcia. A concentracdo do fidrmaco no fluido sanguineo ird depender
da dose, da via de administragcdo, da espécie de hospedeiro, do tipo de parasita e do estado

fisiolégico do animal.
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Avaliacao dos métodos de controle parasitario em animais em pastagens (Fase II)

O experimento teve como objetivo comparar os residuos de MOX no soro de
cordeiros, terminados sem desmame, submetidos a trés métodos de controle de
endoparasitas. Foi avaliada a presenga de residuos de MOX no soro no momento de abate,
respeitando o tempo de caréncia de, no minimo, 28 dias para a coleta das amostras,
independente do nimero de doses aplicadas. Nenhum dos animais apresentou concentragao
de MOX no soro acima do LOQ do método analitico (5,0 ng mL'l), indicando que nas
condicOes experimentais do presente estudo ndo foi verificada diferenca entre os métodos

de controle parasitario em relacio a presenca de MOX no soro.

CONCLUSOES

O método analitico desenvolvido e validado mostrou-se adequado para a
identificacdo e quantificagdo da MOX em soro de cordeiro.

Os parametros farmacocinéticos da MOX, apés administragdo subcutianea de 2 mg
kg” pe, indicaram absorcdo subcutinea lenta e, portanto, maior exposi¢do sistémica e
menor disponibilidade do firmaco na circulagdo sanguinea, quando comparado com outras
espécies como caprinos, bovinos ou com a ivermectina. Os diferentes métodos de controle
parasitdrios aplicados nos sistemas de produg¢do de cordeiros, quais sejam método
preventivo, por contagem de OPG e por avaliagdo do grau FAMACHA realizados em
animais criados em pastagem ndo apresentaram concentracdes de residuos de MOX no

soro superiores ao limite de quantificacdo do método analitico, no momento do abate.
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CONCLUSOES GERAIS

A ovinocultura vem despertando enorme interesse em todas as regides do Brasil em
virtude da alta demanda pela producao de carne. Em fun¢do da importancia de se manter a
producdo constante e com boa qualidade do produto, e devido aos modelos produtivos na
ovinocultura basearem-se em sistemas de produ¢do em pastagens, onde os animais podem
ser frequentemente infectados por parasitas gastrointestinais, a utilizacdo de antiparasitarios
tem sido largamente empregada.

Com o uso indiscriminado e abusivo dos medicamentos antihelminticos destacam-se
duas problemdticas: o desenvolvimento de resisténcia dos parasitas a acdo dos anti-
helminticos e a presenca de residuos destes compostos no produto final.

Como medida de controle da resisténcia dos parasitos aos medicamentos existentes
no mercado, e também visando minimizar a proliferacdo de enfermidades entre os animais,
algumas alternativas de manejo e produ¢ao vém sendo estudadas, entre as quais se podem
citar: o manejo dos rebanhos e da pastagem, adequada nutricdo em funcdo das diferentes
categorias, selecio de animais resistentes, controle biologico, utilizacdo de vacinas,
fitoterapia e/ou a utilizacdo de técnicas para avaliagdo do grau de infec¢do dos animais, de
forma a garantir que os procedimentos de controle sejam efetivos (tratamento seletivo).

Dentre as técnicas para avaliacdo do grau de carga parasitdria dos ovinos destacam-
se o exame do grau FAMACHA® e a contagem de ovos por grama de fezes (OPG). O
método FAMACHA® trabalha com a premissa de apenas tratar os animais altamente
parasitados, identificando aqueles capazes de suportar uma infec¢ao por H. contortus, por
meio da coloracdo da membrana conjuntiva. A contagem de OPG busca administrar o
fairmaco para os animais que possuem alta contagem de ovos presentes nas fezes.
Alternativa que tem sido empregada na pratica, por muito tempo, € administrar o firmaco
em tempos regulares, a fim de inibir infec¢des clinicas e/ou subclinicas, o que leva
inclusive a aplicacdo do medicamento em animais que ndo estdo parasitados, aumentando o
custo com o tratamento e podendo ocasionar a resisténcia parasitdria.

O estudo farmacocinético fornece informacdes indispensdveis para uma maior
seguranca sobre a utilizagdo dos produtos veterinarios nos sistemas de produgdo, obtendo-

se assim, as melhores taxas de erradicacdo parasitria com os menores niveis de resisténcia.
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Para tanto, é importante salientar a necessidade do desenvolvimento e validacdo de
métodos analiticos, que possibilitem esses estudos. O emprego da técnica por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas apresenta vantagens como a seletividade e a
possibilidade de confirma¢do da identidade dos analitos, aumentando, assim, a
confiabilidade dos resultados.

Assim, no presente trabalho, Um método simples e rdpido empregando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS) foi
desenvolvido para a determinacdo de residuos de MOX em soro de cordeiro. O método
desenvolvido teve o procedimento de preparo de amostra simplificado, pela utilizacdo da
extracdo em ACN, seguida por uma etapa de purificacdo dos extratos com o auxilio dos
adsorventes PSA e C18.

O método analitico foi validado conforme os Guias de Validacdo da Comunidade
Europeia (EC, 2002) e do MAPA (BRASIL, 2011), garantindo a confiabilidade e seguranca
dos parametros determinados. O método por LC-MS/MS desenvolvido mostrou-se
adequado para identificac@o e quantificacio da MOX em soro de cordeiro.

O método foi validado e aplicado na anélise de amostras de soro de cordeiro da raca
suffolk, provenientes da Fazenda Experimental de Ovinos e Caprinos da UFPR, Curitiba,
Brasil. A disposi¢do da MOX no soro de cordeiros (n=7) foi avaliada ap6s adminstragio
subcutanea de 0,2 mg kg'1 de peso corporeo, em uma unica dose. As concentragdes de
MOX no soro apresentaram valores de Cmax 8,5 + 2,81 ng mL'l, no Tméax de 1 dias. O
valor da AUC foi de 82,42 + 8,02 ng/dia/mL. O T/, obtido foi de 7,66 + 1,62 dias.

Os diferentes tratamentos antiparasitirios: preventivo, OPG e FAMACHA
realizados em animais de pastagem ndo apresentaram diferencas em relacdo a presenca da
MOX no soro dos animais. Na época do abate (136 dias de idade) ndo foi verificada a
presenca de MOX no soro dos animais (n=40), em niveis acima do LOQ, o que indica que
nas condi¢des experimentais utilizadas no presente estudo ndo houve diferenca entre os

métodos de controle parasitario avaliados, quanto a presenca de MOX no soro.
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ANEXO

Universidade Federal do Parana
Setor de Ciéncias Agrarias
Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA SCA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo no. 055/2011, referente ao projeto “Residuo de Moxidectina nos
tecidos de cordeiros terminados em pasto submetidos a trés programas de controle de endoparasitas
e seu impacto no ambiente”, sob a responsabilidade de Alda Lucia Gomes Monteiro , na forma que
foi apresentado, foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias
Agrérias, em reunido realizada dia 16 de dezembro de 2011.

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 055/2011, regarding the project “Moxidectin residue in tissues
of lambs finishing on pasture in three endoparasites control programs and its impact on the
environment”, in charge of Alda Lucia Gomes Monteiro , in the terms it was presented, was
approved by the Animal Use Ethics Committee of the Agricultural Sciences Campus of the
Universidade Federal do Parana (Federal University of the State of Parana, Southern Brazil) during
session on December 2011.

Curitiba, 16 de dezembro de 2011.

ka g

Geraldo Camilo Alberton Patrick Schmidt
Presidente Vice-Presidente

Comissio de Etica no Uso de Animais
Setor de Ciéncias Agrarias
Universidade Federal do Parana.
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