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RESUMO

Avaliou-se a seguranga do produto Ivomec® injetavel, um endectocida a base de
ivermectina, no periodo de prenhez das ratas Wistar, a fim de verificar possiveis efeitos
teratogénicos. As ratas foram tratadas com 0, 4 ¢ 12mg kg™ de ivermectina, por via SC,
no 6° dia de prenhez. Os resultados revelaram ndo haver sinais de toxicidade sistémica e
reprodutiva, fundamentados na auséncia de alteracdes no desenvolvimento ponderal,
nos consumos de agua e de ra¢do, na massa relativa e exame histopatologico dos 6rgaos
das ratas, nas reabsor¢des embriondrias, na massa corporal, na vitalidade, no nlimero de
fetos por progenitora e nas alteracdes macroscopicas externas e esqueléticas dos fetos.
Conclui-se que o medicamento Ivomec” injetivel ¢ seguro para as ratas prenhes e aos
fetos, quando administrado, em dose unica, no inicio da de organogénese. Avaliou-se
também, a seguranga do produto Program® suspensdo, ectocida a base de lufenurona,
nos periodos de prenhez e lactagdo de ratas Wistar, a fim de verificar possiveis efeitos
pré e pos-natal. As ratas foram tratadas com 0, 180 e 600mg.kg” de lufenurona, por
VO, no 1° dia de prenhez e no 1° dia de lactagdo. Os resultados revelaram auséncia de
toxicidade sistémica e reprodutiva nas variaveis avaliadas, assim como as progénies das
mesmas ndo manifestaram alteracdes no desenvolvimento geral e sexual até¢ 50 dias de
vida. Conclui-se que o medicamento Program® suspensio ¢ seguro para as ratas prenhes
e lactantes em dosagens de até 600mg.kg" de lufenurona, por VO, no 1° dia de prenhez
e no 1° dia de lactagdo. Avaliou-se também a hepatotoxicidade provocada pela
lufenurona, comparando-a com uma substincia reconhecidamente hepatotoxica, o
tetracloreto de carbono (CCly), em dois tempos diferentes (24 e 72 horas). As ratas
foram tratadas com 4gua destilada, 600mg kg de lufenurona e 1,98g.kg™ de CCl, por
VO, em dose unica. Os resultados revelaram que a lufenurona apresentou agressdao
hepdtica, caracterizada pela elevagdo da atividade da ALT, sem alteragdo do
parénquima hepdtico, no ensaio 72h e provocou um aumento da massa relativa da
adrenal direita com tumefacdo de cortex no ensaio 24h. Ja o CCly, conforme esperado,
apresentou queda do desenvolvimento ponderal e dos consumos, acentuada elevacdo da
atividade da ALT, com degeneracao gordurosa hepatica, além de degeneragdo hidrépica
renal ¢ congestio de bago e adrenais. Conclui-se que a lufenurona (Program®

suspensdo) provocou agressao hepatica e aumento da massa relativa da adrenal direita.



ABSTRACT

In order to evaluate the possible effect of Ivomec”™ injétavel (ivermectin) used on
pregnant animals, medicament very utilized in veterinary clinic, females Wistar rats
were orally treated on the sixth gestational day, with 0, 4 or 12mgkg™ of ivermectin.
This study showed absence of systemic and reproductive toxicity. Results revealed that
the antiparasitic did not significantly affect relative body weight gain, water and food
consumption, relative mass and histophatologycal organs of dams, embrionary
absorptions, body weight fetuses, number of fetuses per dam and macroscopic and
skeletal fetuses development. It is concluded that this antiparasitic is not toxic to the
dams and fetus, when administered at the beginning of organogenic period. The effects
of Program® suspensdo (lufenuron) were evaluated on pregnancy and lactation of
Wistar rats to evaluated the possible effects on pre and pos-natal pups development.
Female Wistar rats were treated orally with 0, 180 or 600mg.kg™" of lufenuron at first
pregnancy and lactation days. The results showed that this antiparasitic did not affect
any of the dams variables analyzed (body weight, water and food consumption, relative
weight organs (lungs, liver, kidneys), ALT and ALP level, number of the implantation
sites) and viable pups. Litter variables (body weight, general and sexual characteristics
development until 50 days of life) were also not affected. It is concluded that this
antiparasitic is safe for pregnant and lactant rats at doses of 600mg/kg of lufenuron
administered at first pregnancy and lactation days. In hepatotoxicity study, were
evaluate the effects of Program® suspenséo (lufenuron) on Wistar rats, compared with a
potent hepatotoxic agent, carbon tetrachloride (CCly), in two time intervals (24 and 72
hours). Female Wistar rats were treated orally with distilled water, 600mg.kg” of
lufenuron or 1,98g.kg™ of CCly , single dose. The results showed that lufenuron is light
hepatotoxic agent, characterized by increase in the ALT serum levels in 72 hours
interval after administration, without histopathologycal alterations. However CCly
showed high increase in the ALT serum levels in 24 hours interval after administration
with lipidic degeneration hepatocyties. In the lufenuron group, there was a relative
increase in right adrenal weight, with cortex tumefaction. In the CCly group, there were
decrease in body weight gain and water and food consumptions with histophatological
alterations in the organs (liver, spleen, kidney and adrenal). It is concluded that
Program® suspensdo cause light hepatotoxicity and increase relative weight of right

adrenal.



1 INTRODUCAO

A freqiliente utilizacdo de antiparasitarios em medicina veterinaria representa a
importancia do controle dos endo e ectoparasitos, tanto em animais de produc¢do, como
nos de companhia. O surgimento de resisténcia aos antiparasitirios exige que as
industrias farmacéuticas veterinarias desenvolvam novos produtos bem como que os
médicos veterindrios estabelecam rodizio entre fairmacos de diferentes mecanismos de
acao.

Charles e Furlong (1992) apud Oliveira et al. (2001) ressaltam, que dentre todos
os grupos de medicamentos comercializados para o uso em animais no Brasil, os
antiparasitarios, mais precisamente os anti-helminticos, estdo em 1° lugar em quantidade
comercializada. Os antiparasitarios recentemente desenvolvidos em medicina
veterinaria geralmente sao menos toxicos, mais eficazes e de maior espectro de agdo do
que os mais antigos. Na década de 80 foram introduzidos os endectocidas, lactonas
macrociclicas (avermectinas e milbemicinas), que sdo foirmacos capazes de combater
parasitos internos e externos dos animais, com baixa toxicidade, o que foi um grande
avanco da industria farmacéutica veterinaria. Existe, no entanto, controvérsia com
relacdo a variacao da toxicidade destas substancias, devido ao elevado numero de
formulagdes disponiveis, além do uso indiscriminado pelos proprietirios e pelos
clinicos veterinarios na tentativa de obter um sucesso terapéutico. A toxicidade pode
ocorrer quando estas substancias ou os seus metabolitos atingem 6rgaos suscetiveis em
concentragdes suficientemente altas e por um tempo suficiente para iniciar a
manifestagdo toxica. Os efeitos toxicos podem ocorrer quando ha administracdo de
dosagens elevadas, alta freqiiéncia de administragdo e uso em espécies para as quais as
substancias ndo foram preconizadas. Efeitos indesejados também podem surgir do
emprego dos antiparasitarios em fémeas prenhes - seja pela absoluta necessidade, neste
caso assumindo o risco, seja pela ignorancia do estado de prenhez da paciente.

No presente trabalho, utilizaram-se 2 produtos comerciais: Ivomec” (a base de

ivermectina) e Program® suspensdo (4 base de lufenurona), que sdo antiparasitarios



amplamente utilizados na clinica veterindria. Segundo a classificagdo de toxicidade de
Osweiler (1998), a ivermectina, com DLs, (oral) para ratos igual 4 52mg.kg” (LYNN,
1999), ¢ uma substancia considerada moderadamente téxica, enquanto a lufenurona,
com DLs (oral) para ratos maior que 2000mg.kg” (MERCK, 1996), é considerada
praticamente atoxica. Como estas substancias apresentam um certo potencial toxico,
baixo no caso da lufenurona e moderado no caso da ivermectina, o cuidado com o seu
uso na clinica veterinaria deve ser levado em consideracao ao prescrever ou administrar
tais produtos. A recomendagdo para uso da ivermectina, segundo a Administragdo de
Drogas e Alimentos, (FDA, do inglés Food and Drug Administration), € para o controle
de nematddeos e artropodes em bovinos, ovinos, suinos, eqiliinos, caninos ¢ felinos, nas
seguintes dosagens: 0,2mgkg”, SC, em ruminantes e eqiiinos; 0,3mgkg”’, SC, em
suinos; 0,006—0,012mg.kg'1, VO, em caninos e 0,024mg.kg'1, VO em felinos. No
entanto, na clinica de pequenos animais, a ivermectina estad sendo usada, por via
parenteral, para o tratamento da sarna sarcoptica, demodécica, notoédrica e otodécica de
caninos e felinos em dosagens superiores (17 a 33 vezes) a recomendada para estas
espécies e por longos periodos (7 a 10 dias para escabiose e diariamente por meses para
demodicose), conforme Willense (1998) e Anderson (1998), mas sem aprovagdo do seu
uso pelo FDA. O mesmo ocorre com a lufenurona, a qual tem aprovagao pelo FDA,
para combater pulgas em caninos e felinos, mensalmente, nas dosagens: 10mg.kg™”, em
caninos e 30mg.kg™', em felinos, por VO. No entanto, descobriu-se a sua eficicia para o
tratamento de dermatofitose (BEN-ZIONY; ARZI, 2000), mais especificamente contra
Microsporum canis, em dosagens superiores (até 7 vezes para caninos ¢ 9 vezes para
felinos) as utilizadas para o controle de pulgas.

Os animais, periodicamente, necessitam do uso de antiparasitarios, inclusive
durante as fases de prenhez e lactagdo, que sdo as fases mais criticas com relagdo a
seguranca de xenobidticos. O desenvolvimento dos animais pode ser prejudicado por
agentes patoldgicos, quimicos e ambientais. A respeito dos quimicos, sdo importantes
em medicina veterindria os de alto uso e os que se depositam por longos periodos no
organismo. Os farmacos, administrados as progenitoras, no periodo de organogénese,
podem provocar teratogénese, se a lesdo for compativel com a vida do animal ou
embrioletalidade, caso ndo o seja, ocorrendo desta maneira abortos espontaneos e
mumificacdes.

Com relagao a lactacdo, a eliminacdo de farmacos ou seus metabolitos no leite é

assunto de importancia em Medicina Veterinaria ¢ em saude publica. A excregdo de
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produtos no leite pode causar inimeros e graves problemas a prole. Outro fator
importante a se considerar neste caso ¢ a baixa capacidade dos neonatos em
biotransformar estas substancias, devido a imaturidade dos seus sistemas enzimaticos.
Por isso, a necessidade de cautela ao se administrar farmacos durante a lactagdo, pois
podem ser toxicos a prole, mesmo sem causar efeitos adversos aparentes as lactantes.

Tendo em vista, a necessidade do uso de antiparasitarios durante o periodo de
prenhez e lactagdo, podendo ocorrer a administracdo inadvertidamente durante o inicio
da fase de prenhez, por desconhecimento do estado fisiologico da fémea, justamente na
fase em que os embrides e fetos estdo mais suscetiveis a uma exposi¢do, além do uso
corriqueiro destas substancias em altas dosagens na clinica de pequenos animais,
justifica-se a execugdo de ensaios toxicoldgicos capazes de determinar os efeitos destas
substancias no organismo animal.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a
toxicidade reprodutiva de dois produtos antiparasitarios amplamente utilizados na
clinica veterinaria, avaliando-se os efeitos da exposi¢do a ivermectina, durante a fase de

organogénese, ¢ a lufenurona, durante as fases pré e pds-natal, em ratas Wistar.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Antiparasitarios

Os parasitos constituem um grave problema socio-econdmico pela alta
prevaléncia entre os animais domésticos e silvestres e por alguns deles serem agentes de
zoonoses. O controle destes parasitos baseia-se, quase totalmente, na utilizagdo de
antiparasitarios (AYRES; ALMEIDA, 2002). Antiparasitdrios sdo farmacos que
reduzem a carga de parasitas para niveis toleraveis matando os parasitas ou inibindo o
seu crescimento (HSU,1997), subdividem-se em ectocidas, endocidas e endectocidas.
Os ectocidas apresentam a¢do somente contra os parasitos externos (p. ex. aracnideos e
insetos). J4 os endocidas apresentam agdo contra os parasitos internos (p. ex.
nematodeos, cestddeos e trematodeos). E os endectocidas apresentam agdo contra os
parasitos externos e internos (EINSTEIN et al., 1994).

Os antiparasitarios do passado possuiam reduzido espectro de agdo e estreita
margem de seguranca (AYRES; ALMEIDA, 2002). O emprego efetivo de farmacos
contra artropodes vem desde 1895, quando se utilizava na Australia, solugdes arsenicais
como carrapaticidas. Com o desenvolvimento de resisténcia, novos medicamentos
surgiram como o DDT (diclorodifeniltricloretano), que s6 foi comercializado como
carrapaticida em 1939, e outros organoclorados como o HCB (hexaclorociclo-hexano),
o toxafeno e o dieldrin. Com os conseqiientes danos a saide humana e ao ambiente,
devido ao actimulo no tecido adiposo de animais destinados ao consumo, surgiu uma
nova geragdo de antiparasitarios, os organofosforados. A resisténcia a estes
antiparasitarios estimulou o desenvolvimento dos piretroides, os quais apresentavam
eficacia contra ectoparasitos e baixa toxicidade para mamiferos, mas apresentavam
instabilidade quimica e elevados custos de produgdo. Apenas em 1973, sintetizou-se o
primeiro piretrdide estavel as condi¢des ambientais (SARTOR; BICUDO, 2002). Ja em
1970, descobriu-se a agdo antiparasitiria de uma benzoilfeniluréia, denominada

posteriormente de lufenurona, a qual ¢ um ectocida que inibe a sintese de quitina dos



artropodes (SARTOR; BICUDO, 2002). O grande avango no controle dos ecto e
endoparasitas foi a descoberta das lactonas macrociclicas, em 1979, como as
avermectinas e milbemicinas (AYRES; ALMEIDA, 2002), as quais sdo reconhecidas
pela sua alta eficacia e baixa toxicidade (LYNN, 1999), caracteristicas que as fazem ser

amplamente utilizadas até hoje.



2.1.1 Ivermectina

As avermectinas sdo substincias obtidas originalmente da fermentagdo de
amostras de solo do Japao, contendo o fungo Streptomyces avermitilis (LYNN, 1999).
Da fermentacdo deste fungo obtém-se ivermectina, abamectina e doramectina. Da
fermentagdo do fungo Streptomyces hygroscopicus, obtém-se a milbemicina e a
moxidectina (MIOLO, 1999). Segundo Ayres e Almeida (2002), a fermentacdo do
fungo Streptomyces gera uma série de compostos similares classificados como “A” e
“B”, dependendo da presenga dos grupos metoxi (avermectina A) ou hidréxido
(avermectina B) no carbono 5. Estes compostos “A” e “B” podem ter uma ligagdo dupla
entre os C-22 e C-23 (A; e B;) ou uma ligacdo simples no C-23 (A, e B). Sdo
classificados ainda em “a” e “b” quando apresentam no C-25 o grupo butil (Aj,, Aza, Bia

€ Bza) ou iSOpI‘Opﬂ (A]b, Azb, B]b € sz).
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FIGURA 1. Estrutura quimica da ivermectina



Desde a descoberta que um complexo de avermectina na concentragdo de
0,002% na dieta curou camundongos infestados com nematddeos gastrintestinais, a sua
atividade foi demonstrada contra uma ampla variedade de artropodes e nematddeos
(BARRAGRY, 1994). As avermectinas tém, como caracteristica, o amplo espectro de
acdo com elevada tolerancia pelo organismo dos hospedeiros, apesar de ndo serem
isentas de risco de efeitos indesejaveis (MIOLO, 1999). Apresentam alta eficacia contra
nematodeos e artropodes, incluindo as microfilarias, mas apresentam baixa eficacia
contra as formas adultas de Dirofilaria immitis. As avermectinas também ndo tém efeito
ovicida (LYNN, 1999).

Segundo Lynn (1999), a ivermectina foi a primeira lactona macrociclica
comercializada em 1981. Ela ¢ constituida por uma mistura de 80% de 22,23 —
diidroavermectina Bla e 20% de 22,23 — diidroavermectina Blb. Existem 39
especialidades farmacéuticas a base de ivermectina, atualmente, no mercado, como
solucdes injetaveis, solugdes topicas, solugdes orais (pasta e pod premix) e 3
especialidades farmacéuticas em associacdo, na forma de pasta e comprimidos, com
pamoato de pirantel e uma associagdo com imidacloprid (SINDAN, 2001). Na solucao
injetavel, usa-se como veiculo o propilenoglicol que pode causar irritacdo nos olhos, na
pele, no sistema gastrintestinal e no sistema respiratorio. O uso cronico pode causar
efeitos reprodutivos e fetais (CHEMICAL..., [2002]).

A ivermectina ¢ um dos antiparasitarios mais utilizados mundialmente, sendo
aprovado para uso em bovinos, suinos, ovinos e eqiiinos como endectocida. As
dosagens preconizadas, por via SC, sdo: bovinos, ovinos: 0,2mg.kg”’ e suinos:
0,3mg.kg™’. Para eqiiinos, a dosagem é 0,2mgkg”, por VO. Em caninos, o firmaco é
aprovado somente como preventivo de dirofilariose, na dosagem de 0,006 —
0,012mg.kg”, por VO, uma vez ao més. Nas dosagens recomendadas, apresentam uma
consideravel margem de seguranca em bovinos, ovinos, suinos, eqiiinos € caninos
(SINDAN, 2001).

Grande parte dos autores (ROBERSON, 1992; HSU, 1997; OSWEILER, 1998;
MIOLO, 1999; MELLO, 2002) relatam que o mecanismo de a¢do da ivermectina ¢ a
potencializagdo da agdo inibidora do acido gama-aminobutirico (GABA), promovendo
hiperpolarizagdo do neurdnio e, portanto, inibindo a transmissdo nervosa (SARTOR;
BICUDO, 2002). O GABA ¢ um neurotransmissor inibitério liberado diretamente nas
sinapses, agindo na membrana pos-sinaptica proximo ao terminal nervoso (SPINOSA;

BERNARDI, 2002). E liberado por neurdnios inibitérios especificos que alteram a



permeabilidade ao cloreto na membrana sinaptica e provoca despolarizacdo em
terminacdes nervosas (FRIMMER, 1982). O receptor GABAérgico ¢ constituido de
cinco subunidades, sendo duas a, duas € uma subunidade y, formando um canal para
os ions cloreto (OHI, 2002). Estes receptores estdo distribuidos no SNC e a
administracdo de substancias GABAérgicas desencadeia efeitos generalizados, devido a
ampla distribuicdo destes receptores especificos (CASH; SUBBARAO, 1987). A
redu¢do da concentragdo do GABA, por processos fisioldgicos e toxicos, sempre
provoca excitabilidade (FRIMMER, 1982). A ivermectina interage com os receptores
do GABA no cérebro de vertebrados (mamiferos), mas a sua afinidade pelos receptores
nos invertebrados ¢ cerca de 100 vezes maior (WEBSTER; TRACY, 2003). No entanto,
ha evidéncias de que a atividade da ivermectina estd ligada também a outro
neurotransmissor, o acido glutdmico (AYRES; ALMEIDA, 2002), fato relatado também
por outros autores (ARENA et al., 1991; MARTIM, 1993; SHOOP et al., 1995 apud
LYNN, 1999). A ivermectina age num grupo de canais de cloro, os quais sdo abertos
pelo acido glutamico. Estes canais estao presentes nas células do musculo faringeo dos
nematodeos, o que condiz com o efeito inibitdrio potente e acentuado das ivermectinas
no comportamento alimentar desses organismos (WEBSTER; TRACY, 2003). O efeito
mais evidente da ivermectina nos parasitos ¢ a paralisia da musculatura (BARRAGRY,
1994). Em cestddeos e trematddeos, a ivermectina ¢ ineficaz, uma vez que o GABA nao
apresenta fungdes de neurotransmissor nestes parasitos (MELLO, 2002).

A forma farmacéutica do medicamento contém uma determinada quantidade de
farmaco, incorporado numa apresentagdo especial (CABANA, 1976 apud BAGGOT,
1992). A farmacocinética ¢ determinada pela solubilidade da forma farmacéutica,
influenciada por veiculos, pela via de administracdo e pelas propriedades fisico-
quimicas do farmaco (BAGGOT, 1992). A ivermectina administrada na forma de uma
solugdo aquosa, apresentada como micela foi absorvida mais rapidamente, com pico
plasmatico mais elevado e meia-vida de eliminacdo mais curta do que quando
administrada na forma ndo aquosa, contendo propilenoglicol e glicerol formol, por via
SC, em bovinos (AYRES; ALMEIDA, 2002 ).

O longo tempo de deposi¢do da ivermectina no organismo se deve a sua alta
lipossolubilidade (SUTHERLAND; CAMPBELL, 1990), tanto que o periodo de
caréncia para o abate de suinos ¢ de 28 dias apds a aplicacdo do produto (AYRES;
ALMEIDA, 2002). Em bovinos, depende da formulagdo utilizada, sendo 35 dias, por
via SC, 24 e 184 dias, por VO (pasta ou bolus), 48 dias, por via cutanea (pour-on)



(RYAN et al., 1997; YAZWINSKI et al., 1995 apud LYNN, 1999). A administragdo de
ivermectina em ratos machos e fémeas Sprague-Dawley por VO (0,3mg.kg™) e por via
topica (0,5mg.kg”) demonstrou niveis de residuos maiores na administragio oral em
relacdo a topica. A concentragdo de residuos no tecido adiposo foi maior em fémeas do
que em machos. Na administracdo oral, 57,4% dos machos e 58,4% das fémeas
eliminaram ivermectina um dia apos a administracdo. Apds 5 dias da administracao o
percentual aumentou para 83% dos machos e 91,7% das fémeas. Na administragao oral,
maiores concentracdes de residuos estavam localizadas no tecido adiposo, seguido do
figado, rins e musculos (MERCK, 1987 apud WOODWARD, [2003]). Em outro
experimento com ratas CRCD foi administrado ivermectina por 61 dias, desde o
acasalamento até o 9° dia pos-parto. A dosagem administrada foi de 2,5mg.kg'/dia, por
VO. Neste grupo, a concentragdo de ivermectina no plasma aumentou no decorrer dos
dias, atingindo um platd no 10° dia de tratamento. No primeiro dia pos-parto, a
concentragdo de ivermectina aumentou em 3 a 4 vezes, devido a mobilizacao de tecido
adiposo. Os residuos no cérebro eram relativamente mais baixos que nos rins, figado e
carcaga. Em neonatos, a concentraciao de residuos no figado foi 2 vezes maior do que a
encontrada no mesmo 6rgao das progenitoras. Os resultados deste experimento relatam
a transferéncia da ivermectina através do leite materno, sendo esta responsavel pelo
aumento da mortalidade em neonatos. A barreira hematoencefalica s6 se completa em
periodo pés-natal (MERCK, 1980a apud WOODWARD, [2003]).

A excregao se da predominantemente nas fezes, sendo 50% na forma inalterada
(MELLO, 2002). Ha autores que relatam 98% sob forma inalterada (AYRES;
ALMEIDA, 2002). Concentragdes antiparasitarias efetivas se mantém nas fezes por até
trés semanas, o que demonstra a importancia ecotoxicologica (MELLO, 2002). Estes
residuos, encontrados nos excrementos de animais, podem alterar o micro-habitat de
uma abundante e diversificada fauna de artrépodes (BLUME, 1985 apud MARCHIORI
et al., 2000). Os farmacos antiparasitarios sdo excretados pelos animais, o que afeta o
desenvolvimento e a sobrevivéncia de outros organismos, como Diptera, Coleoptera,
Hymenoptera e Acarina, que sdo importantes no processo de degradagdo do esterco
(BLUME, 1985; CERVENKA; MOON, 1991 apud MARCHIORI et al., 2000). A
ivermectina livre também pode afetar adversamente peixes e alguns organismos
aquaticos (MIOLO, 1999). Estes animais, atingidos pela ivermectina, fazem parte de
uma cadeia ecoldgica, o que causara danos aos ecossistemas (AYRES; ALMEIDA,

2002). Quando a ivermectina ¢ adicionada diretamente no esterco em concentragdes que



podem ocorrer nos excrementos de bovinos tratados, este ndo apresentou uma
degradacao adequada mesmo apds 340 dias, enquanto o esterco nao tratado apresentou
alta degradagdo apos 80 dias no solo (FLOATE, 1998). Um estudo desenvolvido por
Sommer e Nielsen (1992) — Environmental..., ([2002]) demonstrou que a concentracao
do farmaco em esterco bovino, dois dias ap6s a aplicagdo de 0,2mg.kg” de ivermectina
atingiu uma concentracdo maxima de 3,8mg.kg™' de esterco. Segundo Chiu et al. (1990)
apud Environmental... ([2002]), a ivermectina, por exemplo, ¢ excretada na primeira
semana em torno de 60 - 80% na fezes de animais.

Rotineiramente, o produto a base de ivermectina de uso bovino ¢ empregado em
clinica de pequenos animais, em dosagens maiores daquela recomendada para
tratamento de dirofilariose, provocando intoxicagdes (SAKATE, 2002). O medicamento
estd sendo usado para o tratamento da sarna sarcOptica, demodécica, notoédrica e
otodécica de caninos e felinos, sem aprovacdo do seu uso pelo FDA. Segundo
WILLENSE (1998), a demodicose de caninos e felinos pode ser efetivamente tratada
com ivermectina na dosagem de 0,4 - 0,6mg.kg™'/dia, VO, por alguns meses. Contra a
escabiose, conforme o mesmo autor a ivermectina ¢ administrada na dosagem 0,2mg.kg’
! via SC, a intervalos de 7 a 10 dias. Anderson (1998), também indica a eficacia da
ivermectina em dosagem de 0,3mg.kg”, via SC, para tratamento de sarna notoédrica.
Por ser um produto com alto periodo residual, observam-se residuos no organismo
praticamente um més ap6s a administracdo (AYRES; ALMEIDA, 2002). O Comité da
FAO/OMS sobre aditivos alimentares calculou a percentagem do residuo 22,23-
diidroavermectina Bla do total de residuos em bovinos 28 dias apds o tratamento,
aparecendo 67% no musculo, 37% no figado, 54% nos rins e 18% no tecido adiposo.

Em humanos a ivermectina tem sido usada extensivamente para controlar
oncocercose em paises da Africa e América Latina, onde a doenga é endémica.
(GIUDICE; MARTY, [2002]), assim como para o tratamento de pediculose, filariose,
escabiose e estrongiloidiase (DEF, 1999). O interesse dos médicos na ivermectina para
doencgas parasitdrias humanas ¢ decorrente do sucesso do tratamento (GIUDICE;
MARTY, [2002]).

Apesar de Campbell e Benz (1984) apud Roberson (1992) afirmarem que a
ivermectina ¢ segura para uso em animais reprodutores e prenhes, observaram-se efeitos
teratogénicos com seu uso, em dosagens maiores do que a terapéutica em roedores
(ratos: 10mg.kg"'/dia; camundongos: 0,4mg.kg'/dia e coelhos: 6mg.kg"/dia, por VO,
durante o periodo de organogénese) (AYRES; ALMEIDA, 2002).



2.1.1.1 Ensaios com a ivermectina

Desde o descobrimento da ivermectina como um endectocida de amplo espectro,
muitos testes clinicos foram realizados em vérias espécies. Todos os medicamentos,
para serem aprovados pelos 6rgdos competentes, devem ser testados quanto a eficacia e
seguranca, a fim de que possam ser comercializados (THEODORIDES, 1982).

Um dos principais objetivos da teratologia experimental ¢ o de evidenciar
possiveis riscos de substidncias quimicas aos homens e animais, testes de
teratogenicidade sdo realizados prevalentemente sobre embrides de mamiferos,
primeiramente em animais de laboratoério (rato, camundongo, coelho e porquinho da
india) (LEMONICA, 1996). A importancia de efeitos teratogénicos causados por
medicamentos em medicina veterinaria se deve a seguranga nas espécies nas quais se
utilizara o farmaco e ao risco para humanos sujeito ao consumo de produtos de origem
animal contendo residuos. A ciéncia estd descobrindo que varios medicamentos podem
provocar efeitos teratogénicos em varias espécies animais (DELATOUR, 1983).

Com relagdo aos sinais de toxicidade sist€émica e reprodutiva, bovinos, de ambos os
sexos, de seis meses de idade, que receberam dosagens de 4mg.kg™ de ivermectina, por
VO ou SC, apresentaram sinais de toxicidade como ataxia e apatia transitoria (MERCK,
1983b apud WOODWARD, [2003]). Em outro experimento, bovinos tratados com
dosagem de 8mgkg' ficaram em decubito apos 24h e alguns animais morreram
(LYNN, 1999). Nesta mesma dosagem e espécie, Mello (2002) relatou registros de
efeitos adversos como sonoléncia, ataxia, tremores, sialorréia e midriase. Com relagao
ao desempenho reprodutivo de touros tratados com a dosagem de 0,4mgkg”’ de
ivermectina, avaliado apds a administragcdo e apods 70 dias, incluindo a qualidade do
sémen, nenhum efeito adverso foi observado, assim como em vacas prenhes tratadas
com uma dosagem similar (BARRAGRY, 1994).

Em um experimento com ovinos tratados com 4mgkg’ de ivermectina em
propilenoglicol, Barragry (1994) relatou sinais de ataxia, depressdo e hemoglobintria,
0s quais também foram observados nos animais do grupo controle que receberam
somente o veiculo (propilenoglicol). Sakate (2002) relatou, em ovinos, sinais de
depressio do SNC com uma dose de 0,2mgkg’ de ivermectina. O desempenho
reprodutivo ndo foi afetado em carneiros tratados com dosagem de 3mg.kg"' por 2
vezes, em intervalos de 7 dias (MIOLO, 1999). Com relacdo a estudos de teratogenia,

ovelhas tratadas com 0,4mg.kg” de ivermectina entre os primeiros sete dias e entre o



21° e 28° dia de prenhez, apresentaram progénies isentas de malformagdes externas
(MERCK, 1981e apud WOODWARD, [2003]).

Em eqiiinos, as reacdes adversas, como abscesso, estdo relacionadas com injecdes,
por via IM (BARRAGRY, 1994). Pode ocorrer também edema subcutaneo, apos a
administracdo, por via IM, devido a morte das microfilarias de Onchocerca cervicalis.
Esses edemas, em geral, se resolvem dentro de 3 a 4 dias (ROBERSON, 1992). Com
relacdo a toxicidade sistémica, sinais de ataxia, depressdo e alteracdo da visdo foram
relatados em animais que receberam dosagem de 2mg.kg’ de ivermectina por VO
(BARRAGRY, 1994). Com relacdo a toxicidade reprodutiva, éguas que receberam
dosagem de 0,6mgkg’ de ivermectina, durante o periodo de organogénese,
apresentaram potros normais, sem nenhum tipo de malformagdo externa. O
comportamento sexual e a qualidade do sémen de garanhdes, que receberam a mesma
dosagem, também nao foram afetados (LYNN, 1999).

Em suinos, administrou-se dosagem acima de 30mg.kg”, os quais demonstraram
sinais de letargia, ataxia, midriase, tremores e decubito lateral (BARRAGRY, 1994).
Com relagdo a teratogenia, fémeas tratadas com 0,6mgkg” de ivermectina durante o
periodo de organogénese, apresentaram progénies isentas de malformacdes externas.
Em cachacos que receberam dosagem de 0,6mg.kg” de ivermectina, o desempenho
reprodutivo e a qualidade do sémen ndo foram alterados (LYNN, 1999).

Em caninos, a toxicidade esta relacionada a alta dosagem e a raca (BARRAGRY,
1994), entre as quais existem as mais suscetiveis a intoxica¢do pela ivermectina. Caes
das ragas collie, pastor australiano, old english sheepdog, pastor de Shetland, afgan
hound ou seus mesti¢os sdo animais particularmente sensiveis. Os collies sdo sensiveis a
ivermectina, em dosagens tdo baixas quanto 0,006mg.kg”’ (ROBERSON, 1992). No
entanto, existem controvérsias, pois alguns autores relatam que dosagem de 6mg.kg™ é
bem tolerada em collies € em outras ragas de caes (ANTINEMATODALS..., [2002]).
Em relatos da Merck, ([2001]), observou-se sinais de toxicidade com dosagem de 0,2 e
0,6mg.kg’. Nessas ragas suscetiveis, parece que hd participagdo de gene recessivo
autossomal, fazendo com que haja aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica a ivermectina. A intoxicagao por ivermectina resulta da concentragao
do farmaco no sistema nervoso central (SNC), assim as racas suscetiveis apresentam
quadro de intoxicagdo mesmo nas dosagens que para outras ragas nao seriam
prejudiciais. Os sinais clinicos incluem ataxia, hipermetria, desorientacdo, indiferenga

ao ambiente, hiperestesia, hiperreflexia, tremores, depressdao, debilidade muscular,



paralisia, auséncia dos reflexos pupilares, cegueira, bradicardia, pulso fraco e em casos
graves, coma ¢ morte (SAKATE, 2002). H4 relato de intoxicagdo em cdo pastor alemao,
raca ndo considerada suscetivel, que recebeu ivermectina em dosagem para tratamento
preventivo de dirofilariose. Em experimentos com caes da raga beagle, observaram-se
efeitos toxicos como midriase, tremores e ataxia, em dosagens Unicas, que variavam de
2,5 a 10mg.kg™". Mortes ocorreram com dosagem acima de 9,4mgkg’ (HOPKINS et
al., 1990). Com relagdo a teratogenia, cadelas da raga beagle foram tratadas com
ivermectina em 6leo, por VO, na dosagem de 0,5mg.kg™ até o 35° dia de prenhez, com
intervalos de 10 dias, e suas progénies ndo apresentaram anomalias. Em um primeiro
momento, acreditou-se que a ivermectina aumentou a freqiiéncia de malformagdes de
esternebras, mas os patologistas concluiram que o tamanho e a forma das esternebras
sao altamente variaveis (MERCK, [2001]).

Em felinos, existe boa tolerancia a ivermectina, sendo extremamente rara a
reacdo de idiossincrasia nesses animais. Alguns animais, que receberam ivermectina em
dosagens de 0,3 e 0,4mg.kg”, os sinais neurologicos foram evidentes (SAKATE, 2002).

Em humanos, 103 criancas entre 6 ¢ 13 anos de idade, foram tratadas com
dosagem unica de 0,15mg.kg” de ivermectina. Algumas apresentaram edema, mialgia e
cefaléia (LARIVIERE, 1988 apud WOODWARD, [2003]). Para o tratamento de
escabiose humana, 53 pacientes receberam entre 0,15 ¢ 0,2mg.kg” de ivermectina, por
VO, dos quais alguns apresentaram hipotensdo, dor abdominal e vomito (APGAR,
2000). Segundo Wendel (1993), mulheres gravidas tratadas com ivermectina, no 1°
trimestre da gestacdo, ndo apresentaram complicacdes maiores como presenga de fetos
malformados, aumento da taxa de aborto ou natimortos, apesar de haver restricdes do
seu uso durante a gravidez, pois a seguranca ainda nao foi estabelecida.

Em animais de laboratdrio, sinais de toxicidade como bradipnéia, ataxia,
sialorréia e diminui¢do da atividade foram observados em ratos tratados com dosagens
de 330 e 660mg.kg’ de ivermectina; alguns animais morreram (MERCK, 1979d apud
WOODWARD, [2003]). A ivermectina mostrou-se teratogénica em ratos, coelhos e
camundongos em doses maternotdxicas ou proximas a esta. As 3 espécies apresentaram
palato fendido e s6 os coelhos apresentaram membros anteriores malformados. Os
camundongos sdo mais suscetiveis a intoxicacdo pela ivermectina, com a dosagem
maternotoxica de O,2mg.kg'1/dia e teratogénica de O,4mg.kg'l/dia (MERCK, [2001]).
Segundo Lankas et al. (1998), uma linhagem de camundongos CF-1 contém uma

mutacdo no gene da glicoproteina-P que esta presente na placenta, cérebro e intestino.



Assim fetos nascidos de progenitores deficientes nesta proteina podem apresentar
teratogenicidade, como palato fendido. Em coelhos, a dosagem maternotoxica e
teratogénica foi de 6mg.kg'/dia, e teratogenicidade também foi observada na dosagem
de 3mg kg '/dia. J4 o limiar maternotdxico e teratogénico em ratos foi de 10mg kg ™'/dia
(MERCK, [2001]). Em um experimento com ratos, as fémeas receberam dosagens de
2,5; 5 ¢ 10mg.kg'/dia de ivermectina, por VO, entre 0 6° ao 17° dia de prenhez. Na
maior dosagem, 3 fémeas foram sacrificadas por apresentarem-se em condi¢des
precarias de saude, apds receberem 7 a 9 dosagens e alguns fetos (4 fetos de 2 ninhadas)
apresentaram malformagdo (palato fendido) (MERCK, 1980g apud WOODWARD,
[2003]). Poul (1988) relatou a alta suscetibilidade de ratos recém-nascidos a agao
neurotoxica da ivermectina, como na locomog¢ao, natacao, reflexo do endireitamento em
superficie, abertura dos olhos, crescimento e sobrevivéncia, sem a definicdo se a
intoxicacdo ocorria por via uterina ou pelo leite materno. Um ano depois, Lankas et al.
(1989) relataram que a toxicidade em ratos recém-nascidos era decorrente do leite
materno ¢ nao da intoxicagao in utero. Os niveis de ivermectina no leite foram 3 a 4
vezes maior que no plasma, além de que a total formacdo da barreira hematoencefalica
ocorre no periodo pos-natal nesta espécie, deixando os lactentes mais suscetiveis aos
efeitos indesejaveis do farmaco. J4 em outras espécies de mamiferos, como humanos,
ovinos e coelhos, a barreira hematoencefalica atinge o total desenvolvimento no periodo
pré-natal (LANKAS et. al, 1989), a qual impede que farmacos polares ou de peso
molecular elevado penetrem no SNC (FLORIO, 1999).



2.1.2 Lufenurona

A lufenurona ¢ um farmaco pertencente ao grupo das benzoilfeniluréias, que
foram descobertas como antiparasitarias em 1970, na Holanda (SARTOR; BICUDO,
2002). Este farmaco ¢ constituido de N — [[[2,5 — dicloro — 4 — (1, 1, 2, 3, 3, 3 -

hexafluorpropoxi) — fenil]Jamino]carbonil] — 2, 6 - difluorobenzamida.
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FIGURA 2. Estrutura quimica da lufenurona

A lufenurona ¢ um antiparasitario seletivo que atua na sintese, transporte,
polimerizacdo ou na deposi¢do de quitina, impedindo efetivamente a evolug¢do de ovos e
larvas de pulgas (Ctenocephalis canis e C. felis). A quitina € o principal componente da
cuticula que forma o exoesqueleto dos artropodes. Este firmaco ndo apresenta agdo
contra pupa ¢ pulga adulta. As pulgas adultas ingerem o farmaco e o passam para os
ovos. A larva que se desenvolve dentro do ovo, nao forma o dente cefalico quitinoso,
que ¢ utilizado para quebrar a casca e eclodir. Ja as larvas pré-existentes no ambiente,
que ingerirem fezes de pulgas adultas, contendo a lufenurona, ficam impossibilitadas de
efetuarem a muda e morrem. Este medicamento ¢ indicado para o controle e prevengao
das infestagdes por pulgas em caninos e felinos e no ambiente (NOVARTIS, [s.d]).

Segundo o SINDAN (1997), o produto Program® pode ser administrado com
absoluta seguranga em cadelas e gatas prenhes e filhotes desmamados na dosagem
preconizada para tratamento contra pulgas. A dosagem contra pulgas para cdes ¢
10mg.kg™' e a dosagem para gatos ¢ de 30mg.kg™', mensalmente, junto com o alimento,

pois desta maneira a fracdo biodisponivel da dose oral aumenta significativamente

(NOVARTIS, [s.d]).



Existem 5 especialidades farmacéuticas a base de lufenurona no mercado, como
solucdes injetaveis e orais, na forma de suspensdo e drageas. As apresentacdes de
drédgeas, em vdrias concentracdes (409,8; 204,9 e 67,8mg da lufenurona) sdo para
administracdo oral em caes e a solugdo injetavel, por via SC, ou suspensdo, por VO,
para uso em felinos (SINDAN, 2001).

Com relagdo a farmacocinética, a lufenurona ¢ bem absorvida pelo trato intestinal,
alcangando a circulacdo sistémica. Este antiparasitario, ao entrar na corrente sangiiinea,
alcanga concentracdo maxima entre 6 e 12 horas. Por ser lipofilico, deposita-se no
tecido adiposo sendo liberado a corrente sangiiinea por um periodo minimo de 32 dias
(NOVARTIS, [s.d]). A lufenurona se concentra no leite e pode provocar efeitos
adversos nos filhotes durante a fase de lactacdo. Filhotes que mamaram em cadelas
tratadas com a lufenurona apresentam concentragdes na corrente sangiiinea 8 a 9 vezes
maior do que a encontrada nas progenitoras (SCHARDEIN, [2001]). A dosagem para
felinos ¢ maior devido a velocidade de distribuigdo e eliminacdo do farmaco nesta
espécie (NOVARTIS, [s.d]). A maior rota de eliminacdo € pelas fezes (52% dentro de
48 horas), seguindo 2% pela bile e menos de 1% pela urina, o restante ¢ armazenado no
tecido adiposo. A meia-vida da primeira fase, em ratos, foi de 45 a 60 horas e de 10 a
37 dias para a segunda fase. A maior parte do CGA 184699 (Program”) foi excretado
inalterado nas fezes (CIBA-GEIGY, [2002]).

Recentemente, Ben-Ziony e Arzi (2000) descobriram a eficacia da lufenurona em
altas dosagens para o tratamento de dermatofitose em caninos e felinos. A maioria dos
casos clinicos de dermatofitose em caes e gatos sao causados por Microsporum canis,
Microsporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes. A remissdo espontinea de
dermatofitose em animais de companhia, muitas vezes, ocorre dentro de 1 a 3 meses,
mas o tratamento reduz o risco de transmissdo para outros animais e para o homem.
Tradicionalmente, dermatofitoses sdo tratadas com griseofulvina e cetoconazol. As
células fingicas apresentam paredes celulares compostas de polissacarideos complexos,
quitina, quitosan, glucana e manana. Como a lufenurona atua na quitina, a qual esta
presente nas células fungicas, este farmaco foi testado em 297 animais, entre os anos de
1997 a 1999, com alta eficacia, para tratamento de dermatofitose. A dosagem utilizada
para caninos variou entre 54,2 a 68,3mg.kg” e a utilizada para felinos variou entre 51,2
a 266 mgkg"' de lufenurona. Houve remissio dos sinais clinicos entre 10 a 15 dias para
os felinos e 16 a 25 dias para os caninos. Em todos os casos, a cultura micologica foi

negativa antes dos sinais clinicos desaparecerem. Aproximadamente 5% destes animais



tratados apresentaram reinfecgdo, as quais surgiram 18 a 29 dias apds o tratamento, no
entanto o segundo tratamento foi altamente eficaz nestes casos. O medicamento nao
provocou efeitos adversos nos animais adultos, nem nos filhotes. Os filhotes de caninos
e felinos , com massa corporal inferior a 2,6kg, receberam uma dosagem de 133mg kg™
de lufenurona. O menor filhote de canino, com massa corporal de 2,5kg, e de felino,
com massa corporal de 0,5kg, receberam 5 e 9 vezes a dosagem terapéutica para o
controle de pulgas, sem apresentarem nenhum efeito adverso (BEN-ZIONY; ARZI,
2000).

2.1.2.1 Ensaios com a lufenurona

Alguns medicamentos foram desenvolvidos com o intuito de combater
determinados parasitas, mas com o decorrer dos anos e com o avango da ciéncia,
descobrem-se outras finalidades para determinados farmacos. Estas comegaram a ser
administradas e receitadas por clinicos, devido a alta eficacia, mas com incertezas a respeito
da seguranca ainda mais quando se utiliza dosagem muito superior aquelas indicadas pela
literatura, as quais apresentaram um embasamento cientifico.

Em estudos sobre a reprodugdo, 25 cdes da raca beagle machos e 25 fémeas
receberam, diariamente, 3Orng.kg'l de lufenurona, por 3 meses, desde o acasalamento
até a lactagdo. Resultados revelaram que a taxa de prenhez foi de 100% no grupo
controle e de 66,7% no grupo tratado com lufenurona. A massa corporal dos filhotes ao
nascer provenientes de fémeas tratadas foi menor que no grupo controle. Nos filhotes
provenientes de fémeas tratadas, observou-se um aumento na incidéncia de corrimento
nasal, congestdo pulmonar, diarréia, desidratacdo e apatia. Estes sinais foram
transitorios e diminuiram no final da lactacdo (SCHARDEIN, [2001]). Em outro estudo
de reprodugdo, cadelas da raga beagle foram tratadas com 30mg.kg" de lufenurona, e
divididas em 2 grupos: um recebeu as dosagens diariamente; e o outro semanalmente.
Estes animais foram tratados desde o acasalamento até 21 dias apds o nascimento. Os
resultados revelaram que a concentragdo sangiiinea de lufenurona no grupo que recebeu
dosagens diarias foi 10 vezes maior que no grupo semanal, assim como a concentragao
sangiiinea nos filhotes do primeiro grupo foi 7 vezes maior que do grupo semanal.
Observaram-se niveis elevados de lufenurona na corrente sangiiinea dos filhotes 4 a 5

semanas apos o desmame. Comparando-se niveis de lufenurona em amostras do leite e



sangue materno, observou-se que a concentracao desta no leite foi 14 a 49 vezes maior
que no sangue (SCHARDEIN, [2001]).

Em estudos com filhotes, 6 machos € 6 fémeas , com 2 meses de idade
receberam dose tnica de 200mg.kg™' de lufenurona, por VO. Os resultados revelaram
anorexia e reducdo da atividade nos animais tratados com lufenurona (SCHARDEIN,
[20017).

Em um relato em humanos, uma lactante ingeriu acidentalmente um
medicamento a base de lufenurona. Fez-se uma estimativa da exposicdo do bebé,
concluindo-se por uma dosagem de 0,032mgkg'/dia, ou seja, 3% daquela que
determinaria um quadro de intoxicagdo aguda. O bebé foi monitorado por 7 meses € nao
apresentou efeitos adversos (BAR-OZ. et al., 2000).

Em estudo de toxicidade sistémica, Tasheva e Hristeva (1992) citaram a
capacidade dos inseticidas derivados de  benzoilfeniluréias  provocarem
metemoglobinemia, o que ocorreu com a diflubenzurona. Apesar destes apresentarem
algumas caracteristicas similares em suas toxicidades agudas e mecanismo de a¢do nos
mamiferos, existem diferencas no potencial para causar metemoglobinemia. Enquanto o
potencial para causar metemoglobinemia variou em ratos tratados por 28 dias com
dosagens orais de 100 a 500mg.kg” de diflubenzurona, flufenoxurona, hexaflumurona,
teflubenzurona e triflumurona, a contagem de reticuldcitos aumentou em todos os
grupos tratados. Metemoglobinemia ocorreu somente nos grupos de animais tratados
com diflubenzurona e triflumurona.

Com relagdo a toxicidade subcronica, ratos de ambos os sexos receberam, por
VO, dosagens de 1,7; 10; 100 e 1000mg.kg'1 de CGA 184°699, diariamente, por 3
meses. Convulsdes foram observadas em uma fémea que recebeu a maior dosagem apos
12 semanas de tratamento. Outros animais apresentaram o mesmo sinal clinico ap6s um
més de tratamento. O ganho de massa corporal diminuiu apds 2 semanas de tratamento
at¢ o final do experimento nas duas maiores dosagens. O consumo de ragdo, a
concentragdo de proteina total e a relacdo albumina/globulina diminuiram também
nestas duas dosagens. Os niveis de colesterol e a atividade de ALT e FA aumentaram na
maior dosagem. Ao final do tratamento, na dosagem de 1000 mgkg’, os animais
apresentaram hepatomegalia e aumento da massa de adrenais. Neste experimento a
dosagem de 10mgkg" foi a dose NOEL (nivel sem efeitos observaveis, do inglés no
observable effect level). Experimento similar foi realizado com caes que receberam

dosagens de 8, 122 ¢ 2028mg.kg” de CGA 184699, diariamente, por aproximadamente



3 meses. Houve um aumento nos niveis de colesterol, na atividade da FA, na massa
hepatica dos animais que receberam as duas maiores dosagens. Neste experimento,
concluiu-se que o CGA 184°699 apresenta efeitos hepatotropicos nas dosagens de 122 e
2028mg.kg”. A dose NOEL foi de 8mg.kg' de CGA 184'699. Em um experimento
similar com camundongos, por 2 a 3 meses, convulsdes ¢ mortalidade foram observadas
em animais que receberam dosagens de 150mg.kg”’ de CGA 184'699. A dose NOEL
neste experimento foi de ISmg.kg'1 de CGA 184'699 (CIBA-GEIGY, [2002]).

Em estudos sobre a teratogenia, ratas receberam dosagens, por VO, de 100, 500
e 1000mg.kg”’ de CGA 184'699 entre 0 6° ¢ 0 15° dia de prenhez. Na maior dosagem,
as fémeas apresentaram redu¢do na massa corporal € no consumo de ragdo. Nenhum
efeito embriotoxico ou teratogénico foi observado neste experimento. A dose NOEL
para toxicidade materna foi 500mg.kg” de CGA 184'699. Coelhas receberam dosagens
de 100, 500 e 1000mg.kg” de CGA 184699 entre o 7° ¢ 0 19° dia de prenhez. Nenhum
efeito embriotdxico ou teratogénico foi observado neste experimento. A NOEL dose

para toxicidade materna foi IOOOmg.kg'1 de CGA 184'699 (CIBA-GEIGY, [2002]).

2.2 Toxicidade Reprodutiva

A avaliagdo toxicoldgica compreende a andlise de resultados experimentais de um
farmaco com o objetivo de classifica-lo e, ao mesmo tempo, fornecer informacgdes a respeito
da forma correta de seu emprego, bem como as medidas preventivas e curativas quando do
uso inadequado. Os dados toxicoldgicos sdo informagdes obtidas através da experimentacao
em animais de laboratorio, em ensaios com microorganismos ou através do registro de
casos de intoxicacdo acidental ocorridos em seres humanos e animais (LARINI, 1997). A
legislacdo vigente prevé que os testes de teratogenicidade devam ser realizados em 2
espécies diferentes de animais, sendo que o coelho, pela sua elevada sensibilidade aos
agentes teratogénicos, para o homem, ¢ praticamente imposto como obrigatério, restando ao
pesquisador a escolha de outra espécie no ambito dos roedores (LEMONICA, 1996).

O estudo da fisiologia reprodutiva da espécie de referéncia nos estudos de
toxicologia — Rattus norvegicus (rato) (COBEA, 1996), auxilia na determinagdo dos
protocolos a serem utilizados nos experimentos, levando em consideragdo os padroes de

desenvolvimento geral e sexual durante as diferentes fases de vida.



Segundo Ojeda e Urbanski (1988), as diferentes fases de desenvolvimento pos-

natal dos ratos sdo:

a) Neonatal: primeira semana de vida;

b) Infantil: a partir do 8° até o 21° dia (dia do desmame);

¢) Juvenil: do 30° ao 32° dia nas fémeas e 35° dia nos machos;

d) Peripuberal: periodo de duragdo varidvel que, nas fémeas, estd em torno do
38° dia e, nos machos, entre o 55° € 0 60° dia.

Conforme Bennetti e Vickery (1970), a puberdade na rata corresponde ao periodo
de crescimento e maturacdo dos odcitos nos ovarios (que estavam em laténcia desde o
3° ou o0 4° dia de vida), culminando com o primeiro ciclo estral, caracterizado pelo cio.
Este ocorre 1 a 2 dias ap6s a abertura do canal vaginal, que, por sua vez, se d4 entre o
28° e 0 49° dia de idade. A rata encontra-se sexualmente madura entre 0 90° e o 100° dia
de idade (CHAHOUD; KWASIGROCH, 1977). A rata ¢ um animal poliéstrico anual,
ou seja, manifesta varios ciclos estrais, de 4 a 5 dias, ao longo do ano (COBEA, 1996).
A maturidade sexual do rato macho se d4 em torno dos 40 dias de idade, quando se
estabelece o primeiro ciclo espermatogénico completo, tendo méaxima fertilidade entre o
100° e 0 300° dia de idade (BENNETTTI; VICKERY, 1970).

Conforme Chahoud e Kwasigroch (1977), os ciclos sdo divididos em 4 fases,
comumente avaliadas mediante exame de citologia vaginal:

a) Proestro (12h): caracterizado pelo grande nimero de células nucleadas e
algumas células proliferativas do epitélio vaginal;

b) Estro (14h): caracterizado pela presenca de células queratinizadas
anucleadas; a ovulagdo ocorre espontaneamente na metade do ciclo escuro
durante esta fase;

c) Metaestro (21h): com inumeros leucdcitos e filamentos de muco;

d) Diestro (57h): periodo de repouso, em que a mucosa vaginal apresenta-se
delgada, com poucas células nucleadas, poucos leucocitos e muco.

Em varios laboratdrios, os ratos sdo acasalados na propor¢ao de 3 fémeas para

cada macho, durante todo o periodo de escuriddo, exceto nos experimentos em que o
momento da copula deve ser determinado para avaliar a idade gestacional. Ao confirmar
a prenhez, mediante a presenca de espermatozoides na citologia vaginal, as fémeas sdo
colocadas em caixas individuais, e este ¢ considerado o dia zero de prenhez

(CHAHOUD; KWASIGROCH, 1977).



tualmente, o termo malformagdo ndo significa apenas formagao anormal ou defeituosa
de tecidos, mas também anormalidades bioquimicas. Estas podem ser causadas pela
acdo direta de uma substancia quimica, radiacdes, entre outras sobre o produto da
concepcao ou secundariamente, através da a¢do sobre o organismo materno. As trocas
de substancias entre o organismo materno € o concepto se fazem através da placenta,
que se forma logo ap6s a nidagdo do embrido, por invasdo e proliferacdo das células do
trofoblasto (LEMONICA, 1996). A placenta tem basicamente as seguintes fungdes:

a) Passagem de nutrientes da mae para o feto;

b) Troca gasosa, fornecendo oxigénio ao feto e retirando o gas carbonico;

¢) Remocdo de substincias excretadas pelo feto;

d) Controle hormonal do feto.

O orgdo também funciona como barreira bioquimica, com a capacidade de
biotransformar muitos farmacos que ali chegam, gracas a presenca de sistemas
enzimaticos (LEMONICA, 1996). A idéia de que a placenta representa uma barreira
protetora do embrido/feto contra substancias toxicas exdgenas nao ¢ de todo valida, pois
ela tem as propriedades de uma barreira lipidica normal e, portanto, substancias apolares
e lipossoluveis atravessam facilmente esta estrutura. Além disso, na placenta existem
sistemas de transporte ativo e difusdo facilitada similares aqueles encontrados em outras
barreiras celulares, o que possibilita que farmacos que utilizam estes mecanismos
também penetrem no compartimento fetal. A passagem de medicamentos do sangue
materno para o embrido/feto durante a prenhez vai depender do tipo de placentacao, das
propriedades fisico-quimicas do agente e da biotransformacdo promovida pela placenta
(BERNARDI, 2002). Dentre as varias espécies, ha placentas mais espessas que outras.
O nimero de camadas celulares da placenta varia de 6 (p.ex.: suino e eqiiino) a uma
unica camada (p.ex.: roedores) (THOMAS, 1989). Nas placentas do tipo endotelial,
caracteristica de carnivoros, ou hemocoreal, encontrada em primatas e roedores, o
sangue materno entra em intimo contato com o feto; sendo, portanto, mais facil a
passagem de farmacos da mae para o feto por esta via (BERNARDI, 2002). Geralmente,
a placenta ¢ impermedvel para substdncias quimicas com massa molecular de 1000
daltons ou mais. A maioria dos firmacos tem massa molecular de 500 daltons ou
menos. Por esta razdo, o tamanho molecular ¢ um fator importante com relagdo a

passagem de uma substancia pela placenta até o embrido ou feto (THOMAS, 1989).



As substancias enddgenas e exdgenas que atravessam a placenta vao penetrar na
circulacao fetal através da via umbilical e passar pelo figado do feto antes de alcancgar o
coracdo e a circulacdo sistémica. O liquido amnidtico ¢ o mais importante reservatorio
de substancias exogenas do feto. Alguns farmacos podem ser biotransformados em
metabolitos polares no figado fetal e ai se acumularem; por outro lado, mesmo os
lipossoluveis, que ndo sofrem biotransformagdo no compartimento fetal, entram em
contato com ele, podendo causar as mais diversas anomalias. Os sistemas de
biotransformagdo fetal desenvolvem-se em periodos bastante precoces da vida intra-
uterina, variando de acordo com a espécie animal. No rato, o primeiro sistema a ser
formado ¢ o sistema P-450, bem antes do surgimento do reticulo endoplasmatico liso.
Por outro lado reacdes de conjugacdo, sulfatacio e formacdo de glutationa sdo
pobremente encontradas em fetos de varias espécies de animais. Portanto, existe pouca
probabilidade de que um determinado farmaco seja detoxificado no proprio feto, devido
a auséncia de enzimas de biotransformagdo, o que pode causar acumulo destes no
compartimento fetal (BERNARDI, 2002).

Além dos efeitos dependentes do feto, existem as alteragdes no organismo
materno, durante a prenhez, que podem agravar um quadro toxicolégico. Dependendo
da via de administragdo a propria absor¢do pode estar modificada; nos farmacos
administrados por VO, por exemplo, a absor¢ao pode estar alterada com a diminuigdo
da motilidade do trato gastrintestinal. Na prenhez, a fémea apresenta um acréscimo na
volemia em até 35%, o que modifica a distribui¢do dos medicamentos. As altera¢des de
absorcao e distribuicdo podem levar também a uma eliminagdo diferente dos padroes
normais para o farmaco. Durante o periodo de prenhez, os niveis elevados de
progesterona podem, causando proliferagdo do reticulo endoplasmatico dos hepatocitos,
estimular enzimas celulares e conseqiientemente, aumentar a biotransformagdo de
substancias quimicas que, por sua vez, altera sua toxicidade, aumentando-a ou
diminuindo-a, dependendo do metabolito formado (LEMONICA, 1996). Um estudo
feito com a administracdo oral de malation, inseticida organofosforado, em ratas
prenhes demonstrou que a progesterona induziu sistemas enzimaticos a biotransformar o
farmaco com maior rapidez, reduzindo, dessa maneira, a gravidade da intoxicagao
(MATHEWS; DEVI, 1994).

O termo teratogénese designa as malformagdes induzidas por agentes

patolédgicos, quimicos e ambientais durante o periodo de desenvolvimento dos 6rgdos de



um animal, podendo ser de natureza estrutural e/ou funcional, ou seja, podem
manifestar-se por um defeito fisico ou bioquimico (BERNARDI, 2002).

O periodo de desenvolvimento embriologico e fetal consiste num desenrolar
continuo de mudangas e variagdes complexas, sendo marcado por fases durante as quais
se desenvolvem processos similares nas diferentes espécies de vertebrados, incluindo o
homem. O desenvolvimento de mamiferos pode ser dividido em quatro periodos:
implantagdo, organogénese, desenvolvimento fetal e neonatal. O periodo de implantagado
inicia-se apods a fecundacdo, que ¢ marcada pela anfimixia, ou seja, a fusdo dos nucleos
do ovulo e do espermatozoide; a seguir, o ovo se divide varias vezes, atingindo o
estagio de blastula. Esta fase ¢ chamada de segmentacdo e se segue pelo implante do
blastocisto no ttero. Neste periodo qualquer interferéncia produzida por uma substincia
quimica leva a embrioletalidade, sendo muito rara a ocorréncia de teratogénese. O
periodo de organogénese ¢ marcado por uma série de processos definidos
seqliencialmente, que abrangem desde a proliferagdo, diferenciacdo e migracao celular
até a organogénese propriamente dita, que consiste na formacao de 6érgaos rudimentares.
Os farmacos, quando administrados as progenitoras neste periodo, podem levar a
teratogénese, se a lesdo for compativel com a vida do animal ou a embrioletalidade,
caso ndao o seja. Cada um dos sistemas em formagdo apresenta um periodo critico
particular, no qual ele ¢ mais suscetivel ao agente. Quanto mais longo for o periodo
critico de um determinado sistema, tanto mais suscetivel sera aos efeitos de um
determinado farmaco. Por este motivo, nos testes de teratogénese, sdo sempre estudadas
as possiveis anomalias 6sseas dos animais, pois o periodo de organogénese do esqueleto
¢ bastante longo. Além disso, na organogénese as malformacdes observadas sdo ditas
maiores, enquanto no periodo que se segue, ou seja, de desenvolvimento fetal, sdo ditas
menores, pois os 6rgaos ja estdo formados, havendo apenas o crescimento tecidual
(BERNARDI, 2002).

Por fim, apds a organogénese, tem-se o periodo de desenvolvimento fetal e
neonatal, quando todos os tecidos ja estdo formados e ocorre o crescimento do feto ou
filhote. No periodo perinatal, que inclui o periodo da prenhez e o neonatal, observam-se
caracteristicamente histogénese, maturacao funcional e ganho de massa corporal. Por
regra, a exposicdo as substancias quimicas, neste periodo, pode produzir redu¢do na
massa corporal, distarbios funcionais e carcinogénese. O feto ¢ bem mais resistente aos
efeitos letais que o embrido, porém apresenta grande suscetibilidade a agentes

carcinogénicos devido a alta replicagao celular (BERNARDI, 2002). Portanto um



determinado farmaco pode levar a diferentes graus de anormalidades, dependendo da
fase em que a progénie ¢ exposta. Os fatores que influenciam na teratogénese sao:
sensibilidade especifica, embriotropismo, existéncia de um periodo mais suscetivel
(organogénese) e o efeito de uma tnica dosagem (uma anomalia pode ser induzida por
um farmaco que foi administrado uma tinica vez — DELATOUR, 1983).

E importante ressaltar o cuidado da administracdo de formacos durante a prenhez e
o periodo neonatal, devido aos possiveis efeitos nocivos a progénie (BERNARDI,
2002). Durante a lactagdo, a excrecdo de farmacos ou seus metabdlitos no leite pode
causar inimeros e graves problemas para a prole, além de ser um assunto de satde
publica (BERNARDI, 2002). Em seres humanos, ha uma série de farmacos que sao
transferidos ao leite materno e que provocam doengas graves nos bebés, como:
cloranfenicol, que provoca depressao de medula 6ssea; sulfonamida, ictericia; salicilato,
distarbio da coagulagdo; paracetamol, metemoglobinemia entre outros (GOLDING,
1997). Acrescenta-se ainda o fato do neonato ter baixa capacidade de biotransformar
estes agentes pela imaturidade dos seus sistemas enzimaticos. A taxa de eliminagdo de
medicamento por esta via depende da:

a) Concentra¢do do agente no sangue;

b) Capacidade do medicamento de difundir-se através das membranas celulares,
lembrando que o pH do leite ¢ menor do que o do plasma, o que facilita a
excrecdo de substancias bésicas;

c) Afinidade pelos constituintes do leite;

d) Quantidade a ser eliminada e eficiéncia das vias de detoxificacdo e excrecao.

Neste sentido, o leite por ser uma emulsdo de lipidios em solucdo aquosa de
proteinas, pode excretar tanto farmacos hidrossoluveis como lipossoliveis
(BERNARDI, 2002).

Algumas agéncias reguladoras tém adotado programas-padrao de toxicologia
para farmacos, aditivos alimentares e pesticidas (LAMB, 1985; LAMB et al., 1986 apud
THOMAS, 1989). O FDA e a Agéncia de Protecio Ambiental (EPA, do inglés
Enviromental Protection Agency) sao entidades reguladoras que estabeleceram
programas de riscos reprodutivos para farmacos e outras substancias quimicas. O FDA
impds normas para farmacos, que incluem 3 protocolos diferentes no desenvolvimento,
fertilidade e desempenho reprodutivo geral. O FDA utiliza programas multigera¢des a

fim de avaliar os efeitos quimicos na fertilidade, prenhez, parto, lactagdo e



desenvolvimento geral e sexual da progénie. Ja4 o EPA tem adotado programas de
toxicidade reprodutiva particularmente aplicados a pesticidas (THOMAS, 1989).

Em experimentos de teratogenicidade, a rata tem como vantagens a curta
duragdo da prenhez, a alta prolificidade, ninhadas numerosas e o desenvolvimento
rapido dos fetos.

Segundo Frohberg (1977), para determinar em laboratdrio a possivel toxicidade de
substancias quimicas, devem-se utilizar testes especificos a finalidade para a qual os
mesmos sao propostos. Estes, conforme o EPA (1996a), sdo classificados em:

a) Estudos de curto periodo, para avaliagdo de toxicidade aguda ou tolerancia

local;

b) Estudos de longos periodos, realizados por 2 a 6 semanas ou acima de 1 ano,

para avaliacdo de toxicidade cronica;

c) Estudos especiais, para avaliacdo de toxicidade reprodutiva, mutagenicidade

ou carcinogenicidade.

Nos estudos de toxicologia reprodutiva, sdo avaliados possiveis efeitos sobre
fertilidade, transporte, implantagcdo do zigoto, desenvolvimento embrionario, potencial
teratogénico, parto, lactacdo, desmame e desenvolvimento de anomalias pds-natal
(EPA, 1996b). Além disso, avalia-se a toxicidade sistémica através da redug¢ao do ganho
de massa corporal e consumos de agua e racdo. A reducdo no ganho de massa corporal
reflete uma variedade de respostas, incluindo rejei¢do de alguma substancia quimica
presente no alimento, devido a redugdo da palatabilidade, anorexia induzida pelo
tratamento ou toxicidade sistémica (EPA, 1996a). Com relagdo as doses, normalmente
se preconiza trés dosagens diferentes. A maior deve ser aquela que provoca efeitos
toxicos leves, como diminui¢do de ganho de massa corporal, sendo que a maioria dos
animais deve sobreviver. A dosagem inferior deve ser bem mais baixa que a dose toxica
e ser uma dosagem proxima da farmacologicamente ativa (FROHBERG, 1977).

Os estudos de toxicologia reprodutiva sdo divididos em 3 tipos (EPA, 1996b):

a) Segmento I: toxicidade cronica, que avalia os efeitos sobre a fertilidade de

machos e fémeas, sendo os machos tratados antes e durante o acasalamento,
e as fémeas durante a prenhez e lactacao;
b) Segmento II: teratogenicidade, que avalia as possiveis alteracdes no

desenvolvimento da progénie exposta durante a fase de organogénese;



c) Segmento III: toxicidade peri e pos-natal, que avalia os efeitos sobre o
desenvolvimento pré e pos-natal de progénies expostas durante as fases de
desenvolvimento fetal e lactagao.

Durante a fase neonatal, sdo comumente avaliadas a massa corporal ao
nascimento, a vitalidade, a presengca de anormalidades macroscopicas externas ¢ 0s
indicadores de desenvolvimento fisico (descolamento dos pavilhdes auriculares e
surgimento de penugem). Na fase infantil, além da massa corporal e do niimero de
filhotes desmamados, sdo avaliados o desenvolvimento do pélo, erup¢ao dos dentes
incisivos, abertura dos olhos ¢ a descida dos testiculos. Nas fases juvenil e peripuberal,
sao avaliadas principalmente as caracteristicas de desenvolvimento sexual que
determinam a puberdade, ou seja, a separagdo prepucial e a abertura do canal vaginal,
com a manifestagdo do primeiro ciclo estral, assim como o ganho de massa corporal

durante o periodo (EPA, 1996b).

2.3 Hepatotoxicidade

O figado desempenha papel importante no organismo, realizando inumeras
funcdes bioquimicas essenciais para a vida, incluindo, secrecdo e excrecdo de bile;
detoxificagdo; armazenamento de ferro e cobre; metabolismo protéico, lipidico e dos
carboidratos; sintese de fibrinogénio, protrombina e heparina (DOXEY, 1985). O
reticulo endoplasmatico liso do hepatocito € responsavel pela sintese de colesterol e
acidos biliares, pela degradacdo do glicogénio, pelo metabolismo e conjugagdo de
pigmentos biliares, xenobiodticos ou outras substancias ingeridas e hormdnios. O reticulo
endoplasmatico rugoso do hepatocito produz proteinas plasmaticas, tais como a
albumina e fibrinogénio, fatores de coagulagdo e globulinas (MACLACHLAN;
CULLEN, 1998).

O figado ¢ o local mais comum de agressdo toxica, por receber em torno de
80% do seu suprimento sangiiineo da veia porta. Assim, substdncias quimicas, metais,
minerais, substancias toxicas ingeridas ou substancias produzidas por fungos e bactérias
sdo transportadas para o figado. A outra razdo da suscetibilidade hepatica aos toxicos ¢é
devido a sua fungdo de biotransformar varias substancias exogenas e de metabolizar as

substancias endogenas (MACLACHLAN; CULLEN, 1998). Essa atividade pode



aumentar (bioativacao) ou diminuir os efeitos de uma substancia toéxica (OSWEILLER,
1996). Entretanto pode ser um processo menos importante para substancias que sao
excretadas de maneira inalterada, como a ivermectina (AYRES; ALMEIDA, 1999).
Além do processo de biotransformacao, a lesdo hepatica pode ser agravada com o uso
de farmacos que realizam a circulagdo éntero-hepatica. Neste caso, os farmacos, apds a
biotransformacao sdo secretados na bile, as vezes, como metabolitos mais toxicos que a
forma original. Na seqiiéncia, estes sdo reabsorvidos no intestino e voltam ao figado
pela circulagdo portal, podendo causar sérias lesdes hepaticas. Tipicamente, durante a
biotransformagao, compostos lipossoliveis tornam-se hidrossoliveis para facilitar a
excrecao na bile e urina. H4 duas fases, na primeira etapa, grupos polares sao
adicionados a um composto ou grupos polares pré - existentes sdo expostos por
oxidacdo, hidrélise ou reducdo, pelo sistema citocromo P-450 (sistema oxidase de
funcdo mista). Este, localizado no reticulo endoplasmatico liso, ¢ o maior sistema
enzimatico do figado envolvido na biotransformacdo de xenobioticos. Na segunda
etapa, o metabolito da primeira fase ¢ conjugado a glicuronato, sulfato ou outros grupos,
e essa forma soluvel em d4gua ¢ excretada na urina e bile (MACLACHLAN;
CULLEN,1998).

Deve-se lembrar também, que hé varios fatores que influenciam a toxicidade de
uma substancia, como fatores inerentes ao proprio toxico podem ser citados:
composi¢ao, solubilidade, polaridade, ionizagdo, formulacdo e interagdes quimicas
diretas. Os fatores referentes ao animal sdo: a capacidade de metabolizagdo, doencas
concomitantes (principalmente hepatica e renal), estado nutricional, idade, sexo,
espécie, raca, linhagens e vias de exposicao (SAKATE, 2002).

As substancias podem ser divididas em hepatotoxinas prediziveis (previsiveis) e
em idiossincrdsicas (imprevisiveis). As prediziveis sao aquelas que, quando
administradas em dose adequada, produzem lesdo hepatica em praticamente todas as
espécies suscetiveis. A maioria das hepatotoxinas em medicina veterinaria pertence a
esta categoria. Ja as idiossincrasicas sdo as que causam lesdo numa minoria de
individuos  expostos, usualmente apds exposi¢do prolongada ou repetida
(MACLACHLAN; CULLEN, 1998). Algumas substancias podem ser biotransformadas
em radicais livres, os quais causam alteragdes celulares, incluindo peroxidagdo de
lipidios nas membranas. A peroxidacdo causa dissolucdo de membranas ribossomais,

conseqlientemente, a sintese de proteinas cessa. Ja outras podem reduzir o fluxo



sangiiineo, por danos a vasos sangiiineos, ou por estimulagdo a trombose na
microcirculagao hepatica (STROMBECK; GUILFORD, 1991).

A lesdo induzida por toxinas varia consideravelmente com o tipo, a dosagem e a
duracdo da exposi¢do. Reagdes do hepatocito a agressdo toxica aguda incluem
tumefacdo celular, acimulo de lipidios, acompanhada ou ndo de colestase e inflamacao.
Se for grave, pode progredir para necrose. Agressdo téxica continua e repetida ¢
caracterizada por apresentar degeneracdo e fibrose. Certas toxinas, como as aflatoxinas,
levam a um estagio de figado terminal com o desenvolvimento de neoplasias
(MACLACHLAN; CULLEN, 1998). O figado tem maior propensao a sofrer lesdes por
exposicdes cronicas, porque, freqiientemente, a exposicdo aguda a elevadas dosagens
leva a morte, antes que tenha ocorrido a destrui¢cao hepatica (PEARSON, 1993).

Os sintomas de uma moléstia hepatica sao provocados pela falha de algumas das
funcdes do figado, mas nem sempre estes sintomas podem ser evidenciados nos estagios
iniciais da afeccao (PEARSON, 1993). Em todas as espécies, disturbios da funcao
hepéatica tendem a produzir sinais semelhantes, independente da causa. Lesdes focais
raramente destroem uma quantidade suficiente do parénquima a fim de produzir sinais
de insuficiéncia. Insuficiéncia hepatica é a perda da fungdo normal como conseqiiéncia
de lesdo aguda ou cronica (MACLACHLAN; CULLEN, 1998). A insuficiéncia hepatica
aguda ocorre quando uma lesdo subita e grave compromete pelo menos 70 a 80% da
massa hepatica funcional, excedendo a capacidade de reserva funcional deste 6rgdo e
resultando em sinais clinicos de insuficiéncia hepatica, refletindo-se no rompimento de
uma ou mais funcgdes hepaticas importantes (JOHNSON, 1997). As substancias
quimicas que tipicamente causam lesdo hepatica aguda também tém potencial de causar
moléstia hepatica cronica, quando ocorrer continuidade na administragdo dessas
substancias (JOHNSON, 1997).

O grau de lesdao hepatica, causado por substiancias quimicas e biologicas, ¢
variavel, oscilando desde aumentos subclinicos na atividade sérica das enzimas
hepaticas, até a insuficiéncia hepatica aguda ou cronica. A lesdo hepatica cronica pode
resultar numa hepatopatia em estdgio terminal, caracterizada por fibrose ou cirrose
hepatica grave. A hepatopatia em estagio terminal foi associada a episodios cronicos ou
repetidos de exposi¢do a toxinas ou fdrmacos, que estd associada a fibrose ou cirrose
hepatica grave, causando uma disfuncao generalizada. Os sinais, a principio, sdo vagos
e inespecificos como: anorexia, letargia, vOomito, perda de peso, politria e polidipsia

(JOHNSON, 1997). Muitas vezes, nos casos iniciais de moléstia hepatica, os sinais ndo



sdo aparentes ao proprietario ou veterinario, mas tais casos geralmente sdo detectados
pelo achado de niveis elevados da atividade de enzimas hepaticas no soro (PEARSON,
1993). Com o aumento da gravidade da insuficiéncia cronica, surgem sinais nitidos de
ictericia, ascite, coagulopatia e encefalopatia hepatica (JOHNSON, 1997).

As células dos diferentes orgdos contém enzimas particulares capazes de
executar funcgdes especificas. Algumas das enzimas estdo presentes em todas as células,
jé& outras aparecem em altas concentracdes em um niimero limitado de 6rgaos, algumas
vezes, em um unico 6rgdo. O figado apresenta uma série de enzimas, algumas hepato-
especificas, ou seja, aquelas que estdo presentes em altas concentragdes neste 6rgao,
como ALT (alanina-aminotransferase) e OCT (ornitina-carbamiltransferase). Assim,
quando estas se apresentam em alta atividade no plasma, ndo ha duvidas da sua
procedéncia (BUSH, 1991). Lesdes aos hepatdcitos podem resultar na liberacdo de
enzimas para a circulacdo, ou a incapacidade de sua produ¢ao ou excre¢do (PEARSON,
1993). Segundo Mattenheimer e Friedel (1977); Diederichs et al. (1979); Lindena et al.
(1979) apud Kaneko (1997), as células ndo precisam morrer para liberar enzimas,
somente um curto periodo de hipoxia ¢ suficiente para alterar a integridade da
membrana celular, permitindo a liberagdo das enzimas para o plasma (GORES et al,,
1990 apud KANEKO et al., 1997). Portanto, a atividade elevada destas enzimas pode
ser decorrente da alteracdo da integridade dos hepatocitos ou da excrecdo biliar
(PEARSON, 1993). Normalmente, as alteragdes hepdaticas acarretam elevacao da
atividade enzimatica, devido ao extravasamento destas para o plasma. J4 a diminui¢ao
desta atividade nao apresenta significado clinico (BUSH, 1991), a ndo ser em casos de
degeneracdo celular grave, no qual ocorre uma perda da funcdo celular. As enzimas
hepaticas tendem a perder a sensibilidade diagnostica em hepatopatias graves (DUNN,
2001), devido a degeneragdo celular, o que conseqiientemente acarreta niveis
enzimaticos normais ou diminuidos. Essencialmente o que ¢ medido no soro ¢ a taxa de
conversdo de uma substincia (substrato) em outra, realizada por uma enzima. A
atividade ¢ expressa em unidades internacionais por litro (Ul/l). Entretanto a defini¢ao
de uma unidade internacional, neste caso, ¢ a quantidade da enzima que converterd um
micromol de substrato em um minuto (BUSH, 1991).

A FA ¢ uma enzima glicoprotéica que pode ser encontrada em varios tecidos,
principalmente no tecido 6sseo, sistema hepatobiliar e mucosa gastrintestinal; em menor
grau, nos rins, placenta e bago (LOPES et al., 1996). A izoenzima dssea ¢ induzida pela

atividade dos osteoblastos e a sua atividade ¢ maior em animais jovens, em fase de



crescimento, ou outros distirbios como remodelacao 6ssea (BUSH, 1991). No caso da
isoenzima hepatica, ela aumenta a sua atividade em decorréncia do aumento da sintese
hepatica e da solubilizacdo de proteinas ligada a membrana pela acdo detergente dos
sais biliares e ndo apenas pela lesdo canalicular (CENTER et al., 1997). Em felinos, a
meia-vida é em torno de 6 horas, bem menor do que em caes que ¢ de 3 dias (BUSH,
1991). Com relagdao ao tempo de meia-vida, o das isoenzimas placentaria, intestinal e
renal ¢ de 3 a 6 minutos em caninos. Portanto, o aumento significativo da atividade de
FA no plasma ndo ¢ decorrente a doenca em algum desses 6rgdos (STROMBECK;
GUILFORD, 1991). A FA ¢ o indicador mais sensivel de colestase, porque a sua
atividade aumenta antes de se detectar niveis elevados de bilirrubina (BUSH, 1991). A
elevag¢do dos niveis desta enzima depende do grau de obstrucdo canalicular, atingindo
valores 20 a 30 vezes maior que o normal em uma obstrucdo total em caninos e felinos
(STROMBECK; GUILFORD, 1991). A elevagdo de FA também ocorre em casos de
necrose hepatica, inflamacgdo e indugdo por alguns medicamentos como barbitiricos e
anticonvulsivantes (BUSH, 1991). O aumento da atividade desta enzima também ocorre
em necrose ou degeneragdo hepatica, em caninos e felinos, tratados com tetracloreto de
carbono. Ocorre um aumento de 4 a 6 vezes, atingindo pico no 4° ao 6° dia apods a
administracdo de tetracloreto de carbono (STROMBECK; GUILFORD, 1991). Os
limites de referéncia para esta enzima sdo extensos para bovinos, ovinos, caprinos e
eqiiinos, o que limita o impacto diagndstico do teste (MEYER et al., 1995). Em estudos
de hepatotoxicidade, esta enzima tem valor diagnostico, quando avaliada juntamente
coma ALT e AST (WILLIAMSON et al., 1996).

A ALT ¢ uma enzima intracelular. Em primatas, caninos, felinos, coelhos e
ratos, esta enzima tem alta atividade especifica (VALENTINE et al., 1990 apud
KANEKO, 1997). A concentragdo de ALT nos hepatocitos ¢ 10.000 vezes maior do que
no plasma (STROMBECK; GUILFORD, 1991). Nestas espécies, um aumento da sua
atividade no sangue ¢ um indicador especifico de lesdo hepatica. O tempo de meia-vida
da ALT varia de 3 horas a 3 dias (BUSH, 1991). Com relagdo a enzima ALT, o aumento
da atividade ¢ diretamente proporcional ao numero de hepatocitos lesados e ndo ao grau
da lesdo. O grau da lesdo hepatica, que causa aumento da atividade de ALT, pode variar
de leve e reversivel (lesdo celular subletal), suficiente para permitir o extravazamento de
enzimas celulares através da membrana celular, mas ndo tem efeito significativo na
funcdo celular (como hipdxia devido a choque), até necrose celular com perda total da

funcdo (BUSH, 1991). Na verdade, o aumento da atividade plasmatica de ALT ocorre



em muitas formas de degeneracdo hepatica (STROMBECK; GUILFORD, 1991).
Elevacoes discretas da atividade de ALT ndo sdo importantes, uma vez que o figado ¢
responsavel pela detoxificacdo, sendo comum este orgdo sofrer lesdes. Apds um
incidente que resulte em lesdo hepatica extensiva (hepatite infecciosa canina ou
intoxicacdo por tetracloreto de carbono), a atividade da ALT se eleva rapidamente,
atingindo picos depois de 3 a 4 dias e decaindo aos niveis normais em 10 a 14 dias tanto
em caninos quanto em felinos (BUSH, 1991).

Os hepatocitos respondem diferentemente as agressdes sofridas, de forma
dependente da natureza do agente agressor e do tempo que este agente atuou na célula.
As alteragoOes histopatologicas encontradas nos hepatocitos sao: deposicdo de gordura,
de glicogénio, pigmentacdo, amiloidose, degeneragdes, disturbios circulatorios entre
outras alteracdes (JONES et al., 2000).

Degeneracao hidropica ¢ uma alteracdio comum em hepatdcitos em varias
doengas, desde uma intoxicagdo de grau leve até hipoxia (KELLY, 1985). E o estagio
posterior da tumefacdo celular e ¢ uma das primeiras alteragdes microscopicas
identificaveis subseqiiente a uma lesio (MACLACHLAN; CULLEN, 1998). Sua causa
direta ¢ um defeito no mecanismo da bomba de ions sédio-potassio, necessario para a
manuten¢cdo de uma pressdo osmotica apropriada no interior celular (JONES et al.,
2000). Alteracdes como hipdxia e lesdes provocadas por toxinas podem produzir
degeneracdo hidrépica. Qualquer compartimento membranoso do citoplasma pode estar
envolvido, conseqlientemente, a hipdxia pode produzir vacuolizagdo lisossomal e
mitocondrial, enquanto toxinas ligam-se no reticulo endoplasmatico, provocando
aumento de volume de organelas (KELLY, 1985).

O deposito de glicogénio nas células pode ser decorrente de hiperglicemia, causa
mais comum apds a alimentagdo, ou de alteragdes patologicas como diabete melito,
hiperadrenocorticismo ou moléstias do armazenamento do glicogénio (glicogenoses).
Essas sdo alteragdes hereditarias recessivas autossomicas caracterizadas por deficiéncia
de varias enzimas envolvidas na sintese ou degradagdo de glicogénio. Carboidratos de
todos os tipos sdo normalmente transportados no sangue na forma de glicose, sendo
armazenados na forma de glicogénio, principalmente no figado e musculatura
esquelética. As células podem aumentar 10 vezes o tamanho normal, tornando-se
distorcidas. Na microscopia, independente do depdsito ter ocorrido de forma normal ou
anormal, o glicogénio surge na forma de espagos irregulares e vazios no citoplasma das

células. Isso ocorre porque o glicogénio ¢ uma substancia hidrossolivel e que se



dissolve rapidamente pelos métodos rotineiros de preparacdo de tecidos, deixando
espagos vazios no citosol rico em proteinas (KING; ALROY, 2000).

O actmulo de gordura ou triglicerideos no citoplasma de hepatdcitos ¢
conhecido como figado gordo, lipidose hepatica ou degeneracdo gordurosa e ¢ uma das
lesdes mais comuns (MACLACHLAN; CULLEN, 1998). Este tipo de degeneragdo ¢ a
manifestagdo mais importante de doenca hepatica toxica, causando lesdo difusa na
membrana e/ou disturbio de sintese protéica (KELLY, 1985). O actimulo de gordura
neutra no interior das células faz com que estas se expandam e, no figado, comprimam
os lumens dos sinusdides. As células podem ficar tdo distorcidas que acabam
rompendo-se, derramando goticulas de gordura pelos tecidos circunjacentes.
Clinicamente este evento pode estar associado a elevagdes nas enzimas hepaticas, como
aspartato aminotransferase (AST) e ALT, indicando uma necrose hepdatica incipiente
(KING; ALROY, 2000). A degeneragdo nao ¢ uma doenca especifica, mas pode ocorrer
como seqiicla de wuma variedade de perturbacdes do metabolismo normal
(MACLACHLAN; CULLEN, 1998). Este acimulo pode ocorrer em casos de jejum
prolongado, apds uma refeicdo rica em gordura, no final da prenhez e em processos
patolégicos. Na macroscopia, este figado apresenta-se com coloragdo mais clara,
variando entre o branco e o amarelo (JONES et al., 2000). Na microscopia, o citoplasma
das células afetadas contém um grande vacuolo ou vérios vacuolos pequenos e
arredondados que distendem o citoplasma celular e deslocam o nucleo para a periferia
(KING; ALROY, 2000).

A lesdo hepatica causada por hepatotoxinas depende de varios fatores, incluindo
a concentra¢do da toxina, a duragdo e a intermiténcia da exposi¢do. Estes efeitos variam
desde a clevacao da atividade de enzimas séricas e auséncia de sinais clinicos até
insuficiéncia hepdatica grave, caracterizada por lesdes histopatoldgicas especificas

(TILLEY; SMITH, 2003).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a toxicidade sist€émica e reprodutiva de antiparasitarios amplamente
empregados na medicina veterindria, avaliando os efeitos sobre varidveis de

toxicidade em ratas Wistar.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os efeitos do antiparasitirio & base de ivermectina (Ivomec®
injetavel) sobre varidveis de toxicidade sistémica e reprodutiva nas ratas

Wistar e os efeitos sobre o desenvolvimento embriofetal.

b) Avaliar os efeitos do antiparasitirio & base de lufenurona (Program®
suspensdo) sobre varidveis de toxicidade sist€émica e reprodutiva nas ratas
Wistar e os efeitos sobre o desenvolvimento geral e sexual de suas progénies

durante as fases de prenhez e lactagao.

¢) Avaliar os efeitos do antiparasitirio a base de lufenurona (Program®
suspensdo) sobre o figado de ratas Wistar em dois tempos diferentes (24 e 72

horas).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Toxicidade sistémica e reprodutiva com a ivermectina

4.1.1 Animais e manuten¢ao

Foram utilizados 30 ratas e 10 ratos Wistar adultos (90-110 dias de idade) com
uma média de massa corporal, em gramas, de 204,6 £ 27,9 e 233,0 = 12,0 provenientes
do Centro de Reprodugdo e Experimentagdo Animal (CREAL) do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os
animais foram adaptados as condi¢des do biotério de experimentacdo do Departamento
de Farmacologia previamente ao inicio do experimento. Estes foram mantidos em sala
com temperatura controlada (aproximadamente 22°C) e umidade relativa do ar
constante, obedecendo a um ciclo com 12 horas de luz (9h as 21h) e 12 horas de
escuriddo, recebendo agua e racdo comercial (Nuvilab CR1 — Nuvital) a vontade,

durante todo o experimento.

4.1.2 Especialidade farmacéutica

Foi utilizado o antiparasitario Ivomec” injetavel, na concentragio declarada de
1%, cujo farmaco ¢ a ivermectina, apresentado em frasco plastico com 50ml, fabricado
pelo laboratorio Merial Saude Animal Ltda. (rua Bardo de Jaguard, 901/14° andar, CEP
15015-001, Campinas — SP), licenciado no MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento) sob ntimero 1275/80, partida 156/00, com fabricagdo em maio de

2000 e prazo de validade de 5 anos.

4.1.3 Acasalamento e prenhez

As ratas virgens foram acasaladas, durante o ciclo escuro (21h as 9h), na
proporcdo de 3 fémeas para cada macho, colocadas na caixa (45 x 30 x 18cm) do
respectivo macho. Foi confirmado o inicio da prenhez, sendo este considerado o dia

zero, por meio da presencga de espermatozoides e de células queratinizadas na citologia



vaginal (estro). As ratas foram transferidas para caixas individuais e avaliadas quanto a
toxicidade reprodutiva (duragao da prenhez, numero de filhotes, propor¢cdo de sexo e

vitalidade dos mesmos) e sistémica (massa corporal e consumo de dgua e ragdo).

4.1.4 Tratamento dos animais

Foram constituidos 3 grupos experimentais com 10 ratas prenhes em cada um:
controle (Omg.kg™), ivermectina 4mg.kg” ¢ 12mgkg™. O antiparasitario Ivomec® foi
administrado, por via SC, no 6° dia de prenhez. O grupo controle foi tratado com
solucdo fisioldgica em igual volume da maior dose de ivermectina. Estas dosagens
correspondem a 10 e 30 vezes a dosagem terapéutica indicada para ratos e caninos
(ALLEN et al.,1998).

Durante a fase de prenhez, os consumos de dgua e de ragdo foram medidos a
cada 3 dias e relacionados a massa corporal média do mesmo periodo, conforme as

formulas abaixo:

consumo de agua (ml)/3
Consumo relativo de dgua = x 100
massa corporal média dos 3 dias (g)

consumo de racao (g)/3
Consumo relativo de ragdo = x 100
massa corporal média dos 3 dias (g)

A massa corporal das ratas prenhes foi mensurada diariamente e relacionada a
massa corporal do dia zero de prenhez, considerada 100% (massa corporal relativa),

conforme a formula abaixo:

massa corporal diaria (g)
Massa corporal relativa = x 100
massa corporal do dia zero (g)

4.1.5 Sacrificio
A vivissecg¢do, experimentos realizados com animais vivos em centros de
pesquisa, foi realizada conforme a lei 11.915/03 do Cdédigo Estadual de Protecdo aos

Animais do Estado do Rio Grande do Sul. As ratas prenhes foram sacrificadas no 21°



dia de prenhez para avaliagdo teratogénica dos fetos. Apds a mensuracdo da massa
corporal, as ratas foram anestesiadas com tiopental sodico (50mgkg”), por via
intraperitoneal. O abddmen foi incisado e o Utero exposto. Removeu-se o Utero para
mensuracdo da massa uterina ¢ da massa corporal da rata sem o Utero. Nos ovarios,
contou-se 0 numero de corpos luteos e, no utero, o numero dos sitios de implantagao.
Orgﬁos, como o bago, coragdo, encéfalo, figado, pulmdo e rins foram removidos,
inspecionados macroscopicamente e pesados. As massas dos 6rgaos foram relacionadas

a massa corporal de cada rata sem o utero, conforme a seguinte formula:

massa do 6rgao (g)
Massa relativa do 6rgao = x 100
massa corporal sem o ttero (g)

Os 6rgaos foram colocados em formol tamponado a 10% para posterior analise
histopatologica. Apds a fixagdo em formol, foram embebidos em parafina, seccionados
com 3um. Os fragmentos foram montados sobre a lamina, fixados com xilol, corados
com hematoxilina/eosina e observados em microscopio Optico a 40, 100 e 400x de
aumento. A analise da histopatologia foi realizada no Laboratdrio de Patologia Animal
da Faculdade de Veterinaria da UFRGS (Av. Bento Gongalves, 9090, Porto Alegre -
RYS).

4.1.6 Fetos

Ap6s a incisdo do utero lateralmente, os fetos foram removidos e avaliados
macroscopicamente quanto a malformacdes macroscopicas externas, sexo e vitalidade.
Posteriormente, sofreram o processo de diafanizagdo (segundo a técnica modificada de
TAYLOR; VAN DYKE, 1985) para avaliacdo das anomalias esqueléticas. Esta técnica
constou de uma fase de desidratacdo, com imersdo dos fetos em alcool etilico 70°GL por
24h e posteriormente imersdo em dalcool etilico 96°GL por mais 24h. Apods este
processo, removeu-se as visceras dos fetos mediante uma incisdo abdominal. Os fetos
foram imersos em uma solucdo tampao de borato de sddio a 30% por 24h. Para a
digestdo da musculatura, utilizou-se a mesma solucdo tampao misturada com tripsina na
concentragdo de 1g/litro. Os fetos permaneceram nesta solugdo a temperatura ambiente,
até a completa dissolugdo da musculatura, tornando assim o feto transparente. Na
seqiiéncia, os fetos foram corados, mediante imersdo em uma solucao de hidroxido de

potassio a 1,5%, com a adi¢do do corante de alizarina. Por fim, os fetos passaram por



uma seqiiéncia de imersdes em solugdes de glicerina a 40 e a 70% com hidroxido de
potassio a 1,5% por 48h em cada uma. Apds foram mantidos em glicerina 100%. Os
fetos foram observados através de microscopio estereoscOpico para avaliagdo
esquelética. As anormalidades encontradas foram comparadas com aquelas
representadas no Atlas de Anomalias Esqueléticas em Ratos (CHAHOUD, 1997) e
denominadas conforme a terminologia da [International Federation of Teratology

Societies (WISE et al., 1997).

4.1.7 Variaveis avaliadas

As variaveis avaliadas nas ratas foram a massa corporal relativa, os
consumos relativos de dgua e ragdo, a massa relativa e histopatologia dos 6rgaos e os
indices reprodutivos, incluindo o nimero de fetos por rata e as perdas pré e pos-

implantacao, calculadas conforme as féormulas a seguir (LEMONICA et al., 1996):

n° de corpos luteos — n° de sitios de implantacao
Perdas pré-implantacdo = x 100
n° de corpos luteos

n° de sitios de implantacdo — n° de fetos
Perdas pos-implantacdo = x 100
n° de sitios de implantacao

As formulas das variaveis avaliadas nos fetos foram a massa corporal e os
indices fetais, como taxa de natalidade, propor¢do de sexo, malformagdes

macroscopicas externas e anormalidades esqueléticas, conforme as formulas (EPA,

1996b) abaixo:

n° de fetos vivos
Taxa de vitalidade = x 100
n° total de fetos

n°® de machos
Propor¢ao de sexo = -----------------
n°® de fémeas



n° total de fetos com malformacao externa
Taxa de malformagoes externas = x 100
n° total de fetos

o

n® total de fetos com anormalidades
esqueléticas
Taxa de anormalidades esqueléticas = x 100
n° total de fetos

4.1.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita através dos testes: andlise de variancia de medidas
repetidas (ANOVA de MR), analise de varidncia de uma via (ANOVA) e o qui-
quadrado (Zar, 1999). Os programas utilizados para avaliar a analise estatistica foram o
SPSS para Windows 8.0 e o EXCEL 2000. As variaveis quantitativas (desenvolvimento
ponderal das ratas, consumo de agua e de ra¢do) foram avaliadas através da andlise de
variancia de medidas repetidas. A massa relativa dos 6rgdos das ratas, o numero de
corpos luteos, sitios de implantagdo e o nimero de fetos foram avaliados por meio de
analise de variancia de Unica via. Quando necessario, efetuou-se o pos-teste Bonferroni
para identificagdo dos grupos estatisticamente diferentes. As varidveis qualitativas
(propor¢do de sexo, taxa de vitalidade, taxas de malformacdes externas e alteracdes
esqueléticas) foram avaliadas através do teste qui-quadrado.

Todas as analises foram avaliadas com uma confianga de 95% (o= 0,05) ou

99% (o= 0,01). No texto, foram relatados os niveis de significancia alcangados (P).



4.2 Toxicidade sistémica e reprodutiva com a lufenurona

4.2.1 Animais e manutencao

Foram utilizados 30 ratas e 10 ratos Wistar adultos (90-130 dias de idade) com
uma média de massa corporal, em gramas, de 232,8 + 23,3 e 251,6 = 17,0 provenientes
do Centro de Reprodugdo e Experimentacdo Animal (CREAL) do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os

animais foram mantidos conforme referido anteriormente no item 4.1.1.

4.2.2 Especialidade farmacéutica

Foi utilizado o antiparasitario Program® suspensio, cujo farmaco ¢ a lufenurona,
apresentado em ampolas de 1,90g, fabricado pelo laboratorio Novartis Saude Animal
Ltda. (avenida Prof. Vicente Rao, 90, CEP 04706-900, Sao Paulo — SP), licenciado no
MAPA sob numero 4062/92, partida 99| 10, com fabricagdo em setembro de 1999 ¢

prazo de validade de 3 anos.

4.2.3 Acasalamento e prenhez
As ratas virgens foram acasaladas e identificadas como prenhes, conforme

referido anteriormente no item 4.1.3.

4.2.4 Tratamento dos animais

Foram constituidos 3 grupos experimentais: controle (n=10), lufenurona
180mg.kg”" (n=8) ¢ 600mg.kg” (n=12). A lufenurona foi administrada, por VO, com
sonda flexivel, no 1° dia de prenhez e no 1° dia de lactagdo. Com base na informacao da
bula, estas dosagens correspondem a 18 e 60 vezes a dosagem terapéutica indicada para
o controle de pulgas, em caninos, ¢ 6 ¢ 20 vezes, em felinos. Com relagdo a dosagem
para tratamento de dermatofitose, estas dosagens correspondem a 3 e 9 vezes a
terapéutica indicada por Ben Ziony e Arzi (2000) para caninos. O grupo controle foi
tratado com dgua destilada em volume da maior dosagem de lufenurona. Os consumos
de agua e de ragdo, durante a fase de prenhez do experimento, foram medidos a cada 3
dias e relacionados a massa corporal média do mesmo periodo, conforme as férmulas ja

referidas no item 4.1.4.



A massa corporal das ratas prenhes e lactantes foi mensurada diariamente e
relacionada a massa corporal do dia zero de prenhez e do dia zero de lactacao, que foi

considerada 100% (massa corporal relativa), conforme a formula abaixo:

massa corporal diaria (g)
Massa corporal relativa = x 100
massa corporal do dia zero (g)

4.2.5 Sacrificio

As ratas foram sacrificadas no 21° de lactagao (dia do desmame), conforme referido
anteriormente no item 4.1.5. Logo ap6s a anestesia, o abdomen foi incisado, expondo-se
a veia cava abdominal, para a coleta de sangue para analise das enzimas hepaticas ALT
e FA. Orgﬁos, como coragdo, figado, baco e rins foram removidos, inspecionados

macroscopicamente, mensurados e relacionados a massa corporal, conforme item 4.1.5.

4.2.6 Dosagem das enzimas hepaticas

Ao sacrificio, coletou-se aproximadamente 4ml de sangue das ratas para analise
bioquimica. O sangue coletado, sem anticoagulante, foi centrifugado para a separacdo
do soro, o qual foi transferido para tubos eppendorf. Para a analise dos niveis séricos
das enzimas, adicionou-se o soro aos reagentes do kit Labtest Diagnostica e
posteriormente efetuou-se a leitura em aparelho de espectrofotometria no Laboratorio
Veterinario de Andlises Clinicas Pet Lab (Rua Visconde do Herval, 604, Porto Alegre -
RS).

4.2.7 Desenvolvimento pos-natal

Logo apods o nascimento, os filhotes foram identificados individualmente, por
meio de marcacdo permanente com tinta nanquim, por via intradérmica, nas patas
anteriores e posteriores (DALLEGRAVE, 1999). A massa corporal dos filhotes foi
avaliada individualmente, nos dias: 0, 7, 14 e 21 (dia do desmame). Apds, as ninhadas
foram alojadas em caixas maiores e tiveram sua massa corporal avaliada
individualmente, nos dias: 28, 35, 42 ¢ 49. Aos 35 dias, os filhotes foram separados por
S€XO0.

As caracteristicas de desenvolvimento geral e sexual avaliadas, diariamente,

foram: descolamento de orelhas, surgimento de penugem, surgimento dos pélos,



erupcdo dos dentes incisivos, abertura dos olhos, descida dos testiculos, separacao
prepucial e abertura do canal vaginal (EPA, 1996a). Apds os 49 dias de vida, os filhotes

foram sacrificados em camara de CO,.

4.2.8 Varidveis avaliadas

As variaveis avaliadas nas ratas foram conforme referidas no item 4.1.7, com
excecdo das perdas pré-implantacdo. As variaveis avaliadas nos filhotes foram a idade
de manifestagdo das caracteristicas de desenvolvimento geral e sexual e as mesmas

referidas no item 4.1.7, com exce¢do das anormalidades esqueléticas.

4.2.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi feita através dos testes: andlise de variancia de medidas
repetidas (ANOVA de MR), analise de variancia de uma via (ANOVA) e qui-quadrado
(Zar, 1999), conforme referido no item 4.1.8. A variavel quantitativa continua, como o
desenvolvimento ponderal dos filhotes, foi avaliada através da andlise de variancia de
medidas repetidas, e os niveis séricos das enzimas hepdticas foram avaliados por meio
de analise de variancia de unica via. As caracteristicas de desenvolvimento geral e

sexual foram avaliadas mediante o teste de qui-quadrado.

4.3 Hepatotoxicidade com a lufenurona

4.3.1 Animais e manuten¢ao

Foram utilizadas 25 ratas Wistar adultas (90-110 dias de idade) com uma média
de massa corporal, em gramas, de 209,90 + 17,75, provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo Animal (CREAL) do Instituto de Ciéncias Basicas da
Satude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). As ratas foram

mantidas conforme referido anteriormente no item 4.1.1.

4.3.2 Especialidade farmacéutica
O antiparasitario utilizado foi referido no item 4.2.2 sendo a partida 01 ‘ 24, com

fabricagdo em setembro de 2001 e prazo de validade de 3 anos.



4.3.3 Tratamento dos animais

Foram constituidos 5 grupos com 5 animais em cada um, divididos em 2
ensaios, um de 24h e outro de 72h. Em ambos os ensaios, o grupo lufenurona 600mg.kg
! foi acompanhado do grupo tetracloreto de carbono (CCly) 1,98g.kg™”, como controle
positivo. Segundo Slater (1966) apud Wong et. al (2000), o CCls produz
hepatotoxicidade, em ratos, na dosagem de 1,98g.kg™. O grupo controle foi comum para
ambos os grupos. Lufenurona e CCly foram administrados, por VO, com uma sonda
rigida, no 5° dia do experimento. O grupo controle foi tratado com agua destilada em
volume da maior dosagem de lufenurona, também com sonda rigida.

Os consumos de adgua e de racdo foram medidos, diariamente, e relacionados a
massa corporal média do respectivo periodo. A massa corporal das ratas foi mensurada

diariamente e relacionada a massa corporal conforme férmula referida no item 4.1.4.

4.3.4 Sacrificio

Dez ratas foram sacrificadas 24h e, 15 ratas, 72h apos a administragao da
lufenurona e CCly, conforme referido anteriormente no item 4.1.5. Logo apods a
anestesia, o abdémen foi incisado, expondo-se a veia cava abdominal, para a coleta de
sangue para dosagem dos niveis séricos das enzimas hepaticas ALT e FA. Orgdos,
como coracdo, figado, baco, rins e adrenais foram removidos, inspecionados

macroscopicamente, pesados e relacionados a massa corporal, conforme item 4.1.5.

4.3.5 Dosagem das enzimas hepaticas
O sangue foi coletado e as enzimas dosadas, conforme referido anteriormente no
item 4.2.6.
4.3.6 Analise estatistica
A analise estatistica foi feita através dos testes ja referidos nos itens 4.1.8 e

4.2.9.



5 RESULTADOS

5.1 Toxicidade sistémica e reprodutiva com a ivermectina
5.1.1 Desenvolvimento ponderal das ratas durante a prenhez

A ivermectina ndo alterou o desenvolvimento ponderal normal das ratas prenhes
(Figura 3A). Houve um aumento significativo de massa corporal para todos os grupos,
mas ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (P = 0,82;
ANOVA de MR). Das 10 fémeas tratadas em cada grupo, houve um ganho, em gramas,
em relagdo a massa corporal (média = epm) no inicio da prenhez de: 126,3 + 9,1 no
grupo controle (Omg.kg™), 127,7 + 7,3 no grupo ivermectina 4mg.kg" e 133,2 + 6,8 no
de 12mg.kg.

5.1.2 Consumos relativos de dgua e racao das ratas durante a prenhez

A ivermectina nao interferiu no consumo médio de agua (Figura 3B) e de racao
(Figura 3C) em relacdo a massa corporal (%) durante a prenhez. Verificou-se que, tanto
as ratas tratadas com ivermectina quanto aquelas do grupo controle, apresentaram
consumo relativo de dgua (ml%) e ragdo (g%) semelhante durante toda a prenhez. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (dgua: P = 0,70 e racao: P
=0,91; ANOVA de MR). As ratas tratadas apresentaram um consumo médio (média +
epm) de agua: 20,11 + 0,93 no grupo controle, 21,15 £ 1,49 no grupo ivermectina de
4mgkg” € 21,22 + 1,14 no de 12mg.kg” e de ragdo: 9,9 + 0,4 no grupo controle, 9,8 +
0,5 no grupo ivermectina de 4mg.kg™” € 9,7 + 0,5 no de 12mg.kg™".
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FIGURA 3. (A) Desenvolvimento ponderal relativo (1° dia = 100%), (B)
consumo relativo de agua e (C) ragdo das ratas tratadas com 0, 4 ¢
12mg.kg" de ivermectina, por via SC, no 6° dia de prenhez. A seta
assinala o dia do tratamento. Dados expressos em média e erro

padrdo da média (n = 10/grupo). P> 0,05 (ANOVA de MR).



5.1.3 Indices reprodutivos

A ivermectina administrada, por via SC, no 6° dia de prenhez, nas dosagens de 4
oul2 mg.kg'1 ndo alterou significativamente (P = 0,97, ANOVA e P=10,70 ¢ 0,22; qui-
quadrado, respectivamente) a média de fetos por fémea, as perdas pré e pos-implantagao

das ratas (Tabela 1).

TABELA 1. Indices reprodutivos das ratas tratadas com 0, 4 e 12mgkg”’ de
ivermectina, por via SC, no 6° dia de prenhez. Dados expressos em nimero
absoluto (ratas), média e erro padrao da média (corpos luteos, sitios de

implantacdo e fetos/rata) ou percentual (perdas pré e pds-implantacio).

Ivermectina (mg.kg'l)

Variaveis 0 4 12

N° de ratas 10 10 10
Corpos luteos 14 +£ 0,84 13+0,50 13+ 0,65
Sitios de implantacao 11 +1,31 11 +£0,70 11 £1,18
Numero de fetos/rata 10,9 + 1,19 10,9 + 0,66 11,2+1,12
Perdas pré-implantagdo (%) 15,7 16,4 12,7
Perdas pos-implantacdo (%) 7,6 2,7 4,3

Sem diferengas significativas entre os grupos (P > 0,05; ANOVA)

5.1.4 Massa relativa e histologia dos 6rgaos

A ivermectina ndo alterou de forma significativa a massa relativa de 6rgaos (%)
das ratas tratadas, por via SC, no 6° dia de prenhez, nas dosagens de 4 ¢ 12mg.kg”' em
comparacdo ao grupo controle (Tabela 2). A analise de variancia de unica via dos
respectivos 6rgaos revelou: coracdo (P = 0,22), encéfalo (P = 0,08), figado (P = 0,96),
pulmdo (P = 0,63), rim direito (P = 0,46) e rim esquerdo (P = 0,76). Os o6rgdos nao

apresentaram alteracdes histopatologicas.



TABELA 2. Massa relativa dos orgdos das ratas tratadas com 0, 4 ¢ 12mgkg™ de
ivermectina, por via SC, no 6° dia de prenhez. Dados expressos em numero

absoluto (ratas) ou média e erro padrao da média (6rgaos).

Ivermectina (mg.kg'l)

Variaveis 0 4 12

N° de ratas 10 10 10

Coragao 0,35 +£0,01 0,32 +0,01 0,35+ 0,02
Encéfalo 0,73 +£0,02 0,73 +£ 0,02 0,68 + 0,02
Figado 5,15+0,13 5,13+0,13 5,10+ 0,13
Pulmao 0,56 +£0,02 0,53 £0,02 0,56 £0,03
Rim direito 0,34+ 0,01 0,32 +0,01 0,37 £ 0,05
Rim esquerdo 0,32 +0,01 0,32 +£0,01 0,33 £0,02

Sem diferengas significativas entre os grupos (P > 0,05; ANOVA)

5.1.5 Indices dos fetos

A ivermectina ndo alterou de forma significativa os indices dos fetos de ratas
tratadas, em comparagdo ao grupo controle (Tabela 3). Com relagdo ao numero de fetos,
massa corporal ao nascimento (P = 0,97 e P = 0,57, ANOVA) e quanto a vitalidade,
alteracdes macroscopicas externas e propor¢ao de sexo (P =1,0; P =1,0 e P = 0,89;

qui-quadrado) ndo houve diferencas entre os grupos.



TABELA 3. indices dos fetos das ratas tratadas com 0, 4 ¢ 12mg.kg™ de ivermectina,
por via SC, no 6° dia de prenhez. Dados expressos em numero absoluto
(ratas e fetos), percentual (vitalidade e alteragdes macroscopicas), média e

erro padrao da média (massa corporal) ou propor¢do (macho/fémea).

Ivermectina (mg.kg'l)

Variaveis 0 4 12

N° de ratas 10 10 10

N° de fetos 109 109 112
Vitalidade (%) 100 100 100
Massa corporal por ninhada (g) 4,85 +0,05 4,95 +0,03 5,04 +0,03
Alteragdes macroscopicas externas (%) 0 0 0
Proporg¢ao de sexo 0,87/1 0,98/1 1/1

Sem diferengas significativas entre os grupos (P > 0,05; ANOVA e qui-quadrado)

5.1.6 Anormalidades esqueléticas dos fetos

O tratamento das ratas com ivermectina, no 6° dia de prenhez, nas dosagens de 4
e 12mgkg’ ndo aumentou a prevaléncia de anormalidades esqueléticas nos fetos em
comparagdo com as observadas no grupo controle (Tabela 4). Ao contrario, no grupo
tratado com 12 mg.kg" de ivermectina a prevaléncia de fontanelas aumentadas diminuiu
significativamente (P < 0,01, teste qui-quadrado). Em todos os grupos, tratados e
controle, as principais anormalidades observadas foram: ossificagdo incompleta do
cranio, fontanela aumentada, supraoccipital bipartido e metatarso ndo-ossificado

(Figuras 4 e 5).



TABELA 4. Prevaléncia das anormalidades esqueléticas (A — malformagdes e B —
variagdes) dos fetos das ratas tratadas com 0, 4 e 12mgkg’ de
ivermectina, por via SC, no 6° dia de prenhez. Dados expressos em
percentual de fetos acometidos e nimero absoluto (ratas e fetos).

Anormalidades esqueléticas
A - Malformacdes (%)
Ivermectina (mg.kg™)

0 4 12
Costelas arqueadas 0,92 0,00 1,79
Costelas ausentes 0,00 1,83 0,00
Costelas onduladas 0,92 0,92 0,89
Escépula irregular 0,92 0,92 0,89
Esternebras ausentes 0,92 0,92 0,00
Esternebras bipartidas 0,92 0,00 0,89
Interparietal fendido 0,92 1,83 0,89
Supraoccipital bipartido 16,51 11,93 16,96
Tibia e fibula arqueadas 0,92 0,00 0,89

B - Variagoes (%)

Ossificaciao incompleta

Costelas 2,75 1,83 1,79
Cranio 8,26 5,50 7,14
Esternebras 0,00 0,00 0,89
Fémur 0,00 0,00 0,89
fsquio e pubis 0,00 0,92 0,89

Nao ossificacao

Falanges dos MAs 0,92 0,00 0,00
Falanges dos MPs 3,67 1,83 2,68
Fontanela aumentada 44,04 39,45 17,86*
Metatarso 32,11 33,03 35,71
Vértebras caudais extras 1,83 2,75 6,25
NP° ratas (fetos) 10(109) 10(109) 10(112)

MAs= membros anteriores ¢ MPs= membros posteriores
*Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05;
teste qui-quadrado)



FIGURA 4.

C

Anormalidades esqueléticas dos fetos diafanizados em relacdo a fetos
normais (grupo controle) Figura A - Supraoccipital bipartido
(ivermectina 12mg.kg™), B - Fontanela aumentada (ivermectina 4mg.kg"
1, C - Ossifica¢do imcompleta de crinio (ivermectina 12mgkg™). As
setas assinalam as variagoes relatadas.



FIGURA 5. Anormalidades esqueléticas dos fetos diafanizados em relagdo a fetos
normais (grupo controle). Figura A - Vértebras caudais extras (ivermectina
12mg kg ™), B - Metatarso ndo ossificado (ivermectina 12mg.kg™). As setas

assinalam as variagoes relatadas.



5.2 Toxicidade sistémica e reprodutiva com a lufenurona

5.2.1 Desenvolvimento ponderal das ratas durante a prenhez

A lufenurona nao alterou o desenvolvimento ponderal normal das ratas prenhes
(Figura 6A). Houve um aumento significativo de massa corporal para todos os grupos,
mas ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (P = 0,51;
ANOVA de MR). Das 30 ratas tratadas (10 no grupo controle; 8, no lufenurona
180mg.kg” e 12, no 600mg.kg™) houve um ganho, em gramas, em relagio 4 massa
corporal (média = epm) no inicio da prenhez de: 104,0 £ 7,1 no grupo controle (Omg.kg"

1, 110,4 + 7,1 no grupo lufenurona de 180mg.kg™ € 99,5 + 8,0 no de 600mg.kg™.

5.2.2 Consumos relativos de dgua e racdo das ratas durante a prenhez

A lufenurona ndo interferiu no consumo médio de agua (Figura 6B) e de racao
(Figura 6C) em relacdo a massa corporal (%) durante a prenhez. Verificou-se que, tanto
as ratas tratadas com lufenurona, quanto aquelas do grupo controle, apresentaram
consumo relativo de dgua (ml%) e ragdo (g%) semelhante durante toda a prenhez. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (agua: P= 0,20 e ragdo:
P=0,59; ANOVA de MR). As ratas tratadas apresentaram um consumo relativo médio
(média = epm) de agua: 17,8 + 1,2 no grupo controle, 16,2 £ 1,2 no grupo lufenurona
180mg.kg™ e 18,2 + 1,2 no 600mg.kg” e de racdo: 8,7 + 0,4 no grupo controle, 8,9 +
0,4 no grupo lufenurona 180mg.kg” ¢ 8.9 + 0,3 no 600mg.kg™".
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FIGURA 6. (A) Desenvolvimento ponderal relativo (1° dia = 100%), (B)
consumo relativo de agua e (C) ragdo de ratas tratadas com 0, 180 e
600mg.kg™ de lufenurona, por VO, no 1° dia de prenhez. A seta
assinala o dia do tratamento. Dados expressos em média e erro
padrdo da média. [n(0) = 10, n(180) = 8 e n(600mg.kg™) = 12]. P >
0,05 (ANOVA de MR).



5.2.3 Desenvolvimento ponderal das ratas durante a lactagao

A lufenurona nio alterou o desenvolvimento ponderal normal das ratas durante a
lactagao (Figura 7). Houve um aumento de massa corporal em todos os grupos, mas nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (P= 0,48; ANOVA de
MR). Das 30 ratas tratadas (10 no grupo controle; 8, no lufenurona 180mg.kg™ e 12, no
600mg.kg™), houve um ganho, em gramas, em relagdo a massa corporal no inicio da
lactagdo (média + epm) de: 19,4 + 4,1 no grupo controle (Omg.kg™), 15,7 + 2,8 no grupo
lufenurona 180mg.kg" ¢ 12,3 + 4,8 no 600mg.kg™.
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FIGURA 7. Desenvolvimento ponderal relativo das ratas (1° dia = 100%) tratadas com
0, 180 ¢ 600mg.kg” de lufenurona, por VO, no 1° dia de prenhez e de
lactacdo.A seta assinala o dia do tratamento. Dados expressos em média e
erro padrio da média. [n(0) = 10, n(180) = 8 e n(600 mgkg") = 12)]. P >
0,05 (ANOVA de MR).



5.2.4 Indices reprodutivos

A lufenurona administrada, por VO, no 1° dia de prenhez e no 1° de lactagado, nas
dosagens de 180 e 600mg.kg" nio alterou significativamente (P = 0,44; ANOVA ¢ P =
0,82, qui-quadrado, respectivamente) a média de fetos por fémea e perdas pos-

implantacao (Tabela 5).

TABELA 5. indices reprodutivos de ratas tratadas com lufenurona, por VO, no 1° dia de
prenhez e no 1° de lactagdo. Dados expressos em nimero absoluto (ratas),
média e erro padrdo da média (sitios de implantagdo e numero de

filhotes/rata) ou percentual (perdas pos-implantacao).

Lufenurona (mg.kg™)

Variaveis 0 180 600

N° de ratas 10 8 12
Sitios de implantacao 10 £0,38 11+£0,73 9+0,97
N° de filhotes/rata 10,10 £ 0,72 10,50 + 0,64 8,83 +1,18
Perdas pos-implantagdo (%) 7,34 9,68 9,40

Sem diferencas significativas entre os grupos (P > 0,05, ANOVA)

5.2.5 Massa relativa e histologia dos 6rgados

A lufenurona ndo alterou de forma significativa a massa relativa do pulmao,
figado e rins, mas reduziu a do baco e coragdo das ratas tratadas, por VO, no 1° dia de
prenhez e no 1° dia de lactagio, nas dosagens de 180 ¢ 600mg.kg" em comparagdo ao
grupo controle (Tabela 6). A andlise de varidncia de Unica via dos respectivos 6rgaos
revelou: bago (P = 0,01), coracao (P < 0,01), figado (P = 0,36), pulmao (P = 0,07), rim
direito (P = 0,79) e rim esquerdo (P = 0,35). Os 6rgdos ndo apresentaram alteragdes

histopatologicas.



TABELA 6. Massa relativa dos orgdos das ratas tratadas com 0, 180 e 600mg.kg™ de
lufenurona, por VO, no 1° dia de prenhez e no 1° dia de lactagdo. Dados

expressos em numero absoluto (ratas) e média e erro padrio da média

(6rgdos).
Lufenurona (mg.kg™)
Variaveis 0 130 500
N° de ratas 10 8 12
Bago 0,21+ 0,01 0,17*+0,01 0,17*+0,01
Coragao 0,47 £ 0,02 0,37* £0,01 0,37* £ 0,01
Figado 5,13+0,12 4,99+0,13 4,86 +0,14
Pulmao 0,60 + 0,03 0,51 +0,03 0,52 +0,03
Rim direito 0,34 £ 0,01 0,33+ 0,01 0,34+ 0,01
Rim esquerdo 0,32 £ 0,01 0,33 +£0,01 0,34 £ 0,01

* Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05, ANOVA de uma via,
Bonferroni)

5.2.6 Dosagem das enzimas hepaticas

A lufenurona, na dosagem de 600mg.kg™”, provocou um aumento significativo na
atividade da ALT (P = 0,02) e uma reducao na atividade da FA (P < 0,01) em relagao

ao grupo controle e ao grupo que recebeu 180mg.kg™ de lufenurona (Tabela 7).

TABELA 7. Niveis séricos da atividade da ALT e FA de ratas tratadas com lufenurona,
por VO, no 1° dia de prenhez e no 1° dia de lactagdo. Dados expressos em

nimero absoluto (ratas) e média e erro padrio da média (atividade

enzimatica).
Lufenurona (mg.kg'l)
Variaveis 0 180 600
N° de ratas 10 8 12
ALT (U/N) 114,74 £ 10,95 125,77 £ 9,60 147,44* £ 4,84
FA (U/l) 204,53 £ 11,14 210,16 £ 21,03  121,49** £ 15,38

* Diferencga significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05, ANOVA de uma via,
Bonferroni)

** Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle e ao grupo lufenurona
180mg kg (P < 0,05, ANOVA de uma via, Bonferroni)



5.2.7 Indices dos filhotes

A lufenurona nio alterou de forma significativa os indices dos filhotes das ratas
tratadas, em comparagdo ao grupo controle (Tabela 8). Com relagdo ao nimero de
filhotes, massa corporal ao nascimento (P = 0,44, P = 0,12; ANOVA) e quanto a
vitalidade, alteracdes macroscopicas externas e proporcao de sexo (P=0,99, P=1,0¢e P

= 0,32; qui-quadrado) nao houve diferencas entre os grupos.

TABELA 8. Indices dos filhotes de ratas tratadas com 0, 180 e 600mg.kg” de
lufenurona, por VO, no 1° dia de prenhez. Dados expressos em nimero
absoluto (ratas e filhotes), percentual (vitalidade e alteracdes
macroscopicas), média e erro padrdo da média (massa corporal) ou

propor¢ao (macho/fémea).

Lufenurona (mg.kg'l)

Variaveis

0 180 600
N° de ratas 10 8 12
N° de filhotes 101 84 106
Vitalidade ao nascimento (%) 100 100 99
Massa corporal por ninhada (g) 6,09 £ 0,23 6,10+ 0,25 5,93+0,17
Alteragdes macroscopicas externas (%) 0 0 0
Proporg¢do de sexo 0,6/1 1,5/1 0,9/1

Sem diferengas significativas entre os grupos (P > 0,05, ANOVA)

5.2.8 Desenvolvimento ponderal da progénie

A lufenurona nao alterou o desenvolvimento ponderal normal (%) das progénies
das fémeas tratadas (Figura 8). Houve um aumento significativo de massa corporal para
todos os grupos, mas nao houve diferencga estatisticamente significativa entre os grupos
(P= 0,24, ANOVA de MR). O ganho de massa corporal dos filhotes, em gramas, foi de
(média + epm): 151,6 + 6,8 no grupo controle (Omg.kg™), 159.5 + 8,5 no grupo
lufenurona 180mg.kg” ¢ 159,4 + 8,3 no 600mg.kg ™.
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FIGURA 8. Desenvolvimento ponderal relativo dos filhotes (1° dia = 100%) nascidos
de ratas tratadas com 0, 180 ¢ 600mg.kg™ de lufenurona, por VO, no 1°
dia de prenhez e no 1° dia de lactagdo. Dados expressos em média e erro
padrdo da média. [n(0) = 101, n(180) = 84 ¢ n(600 mgkg") = 106]. P >
0,05 (ANOVA de MR).

5.2.9 Caracteristicas de desenvolvimento geral e sexual das progénies

A lufenurona administrada no 1° dia de prenhez e no 1° dia de lactagdo nas
dosagens de 180 e 600mg.kg” ndo interferiu significativamente no desenvolvimento
geral e sexual dos filhotes em comparacdo ao grupo controle (Figuras 9 e 10).
Verificou-se que tanto as caracteristicas gerais como as sexuais se manifestaram em
periodos correspondentes aos do grupo controle ou do controle historico do Laboratorio
de Farmacologia do ICBS/UFRGS; n3o manifestando, portanto, diferenga

estatisticamente significativa.
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FIGURA 9. Idade (dias) no aparecimento das caracteristicas de
desenvolvimento geral das progénies de ratas tratadas com
lufenurona e do grupo controle. [n(0) = 101, n(180) = 84 e n(600

mg.kg™) = 106]. Dados apresentados em percentual. P = 1 (Qui-
quadrado).
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lufenurona e do grupo controle. [n(0) = 101, n(180) = 84 e n(600
mg.kg™") = 106]. P = 1 (Qui-quadrado).



5.3 Hepatotoxicidade com a lufenurona

A lufenurona provocou um aumento da atividade da ALT quando o sangue foi
coletado 72h apods a administragdo, entretanto ndo modificou significativamente a
atividade quando mensurado 24h apds a administragdo (Tabela 9). Assim como nio
alterou significativamente (P > 0,05) a atividade da FA, nem 24 ¢ nem 72h apos a
administragdo. O CCly, empregado como um controle positivo de farmaco hepatotoxico,
provocou um aumento significativo da atividade da ALT (P = 0,04), 24h apds a
administracdo e retornou a valores normais depois de 72h. A exemplo da lufenurona, o
CCly4 nao alterou significativamente (P < 0,05) a atividade da FA, nem 24 ¢ nem 72h
apods a administracao.

A lufenurona ndo provocou hepatomegalia em ambos os intervalos de tempo, ¢ a
analise histopatoldgica revelou acimulo de glicogénio, assim como no grupo controle.
Ja o CCly provocou degeneragao gordurosa e hepatomegalia (Tabela 10) apds o

tratamento (Figura 13D).

TABELA 9. Niveis séricos da atividade da ALT e FA de ratas tratadas com agua
destilada, lufenurona (600mg.kg™) e CCly (1,98g.kg™). Dados expressos
em média e erro padrao da média (atividade enzimatica).

Variaveis Controle Lufenurona CCly
N° de ratas 5 5 5 5 5
Tempo (h.) 72 24 72 24 72
ALT (UN) 63,8 +£8,5 74,5182 135,7£16,3**  316,0 + 106,7* 69,0 £ 6,9

FA(U/MD) 109,9+22,6 1149+17,1 211,2 £28,0 81,4 +10,3 179,9 £ 30,5

*Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (P < 0,05 - ANOVA, Bonferroni)
**Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle e ao grupo CCly 72h.(P < 0,05 -
ANOVA, Bonferroni)

5.3.1 Desenvolvimento ponderal e consumos relativos de agua e de ragao

A lufenurona, na dosagem de 600 mgkg', ndo alterou o desenvolvimento
ponderal normal das ratas (Figura 11A e 12A), nem 24 e nem 72h apds a administragdo.
Ja o CCly provocou uma redugdo na massa corporal relativa (P < 0,01, ANOVA de

MR), tanto em 24h como em 72h apo6s a administracdo. Das 5 ratas tratadas em cada



grupo, houve uma variagdo, em gramas, no ensaio 24h, em relacdo a massa corporal
inicial (média + epm) de: 0,7 + 1,0 no grupo controle, -4,3 + 2,7 no grupo lufenurona e
—17,8 £ 2,5 no grupo CCly. Das 5 ratas tratadas em cada grupo, houve uma variagao, em
gramas, no ensaio 72h, em relacdo a massa corporal inicial (média + epm) de: 6,6 + 2,8
no grupo controle, 5,0 + 2,6 no grupo lufenurona e —9,0 + 2,7 no grupo CCly.

A lufenurona ndo interferiu no consumo relativo médio de agua (Figuras 11B e
12B) e racao (Figuras 11C e 12C), nem 24 ¢ nem 72h apds a administracdo. O CCly
provocou uma reducdo significativa no consumo relativo médio de 4gua (P < 0,01,
ANOVA de MR) e de racao (P < 0,01, ANOVA de MR) 24h apds a administracio.
Apresentou também uma queda significativa nos consumos de agua e de ragao (Figuras
12B e 12C) no ensaio de 72h (agua: P = 0,02 e ragdao: P = 0,03, ANOVA de MR). As
ratas tratadas apresentaram, no ensaio 24h, um consumo relativo médio (média £ epm)
de agua: 14,4 £ 1,9 no grupo controle, 16,3 + 2,2 no grupo lufenurona e 12,2 + 1,1 no
grupo CCly e de ragdo: 8,5 £ 0,4 no grupo controle, 8,9 + 0,4 no grupo lufenurona e 7,9
+ 0,6 no grupo CCly . As ratas tratadas apresentaram, no ensaio 72h, um consumo
relativo médio (média + epm) de agua: 15,1 + 1,1 no grupo controle, 14,9 £ 2,0 no
grupo lufenurona e 18,3 = 1,8 no grupo CCly e de ragdo: 8,4 £+ 0,4 no grupo controle,

8,5 £ 0,5 no grupo lufenurona e 8,0 + 0,6 no grupo CCl, .
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FIGURA 11. (A) Desenvolvimento ponderal relativo (1° dia = 100%), (B) consumo
relativo de agua e (C) racdo nos 5 dias que precederam o tratamento
com lufenurona (600mg.kg™), CCl, (1,98gkg™) e 4gua destilada, por
VO. A seta assinala o dia do tratamento. Dados expressos em média e
erro padrdao da média.(n=5/grupo). P < 0,05 (ANOVA de MR).
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FIGURA 12.

(A) Desenvolvimento ponderal relativo (1° dia = 100%), (B) consumo
relativo de agua e (C) racdo nos 5 dias que precederam e 3 dias que
sucederam o tratamento com lufenurona (600mg.kg™) e CCly (1,98g.kg”
", agua destilada, por VO. A seta assinala o dia do tratamento. Dados
expressos em média e erro padrdo da média. P < 0,05 (ANOVA de MR).



5.3.2 Massa relativa e histologia dos 6rgdos

A lufenurona ndo alterou a massa relativa da adrenal esquerda, bago, coragdo e
rins, com excecao da adrenal direita (P < 0,01) no ensaio 24h apos a administragdao. O
exame histopatologico, salvo as alteracdes ja referidas para o figado (item 5.3), so
revelou tumefacdo de cortex adrenal (Figura 14C) neste grupo. As alteracdes mais
significativas apareceram no grupo controle positivo (CCly): bago congesto e figado
com degeneragdao gordurosa (Figura 13B e 13D) e degeneragdao hidropica do rim e
adrenais congestas (Figura 14B e 14D). A analise de variancia dos respectivos 0rgaos
revelou: coracdo (24h: P = 0,05 e 72h: P =0,18), baco (24h: P=0,03 ¢ 72h: P =0,13),
rim direito (24h: P= 0,28 e 72h: P = 0,05), rim esquerdo (24h: P = 0,13 e 72h: P =
0,07), adrenal direita (24h: P < 0,01 e 72h: P =0,16) e esquerda (24h: P <0,01 e 72h: P
=0,12).



TABELA 10. Massa relativa dos oOrgdos das ratas tratadas com agua destilada,

lufenurona (600mg.kg™) e CCly (1,98g.kg™), por VO, no 5° dia do

experimento. Dados expressos em niimero absoluto (ratas) e média e erro

padrdo da média (6rgdos).

Varidveis Controle Lufenurona CCly

N° de ratas 5 5 5

Ensaio 24h
Adrenal direita 0,012 +0,00 0,019+ 0,00%* 0,019 + 0,00%*
Adrenal esquerda 0,013 +£0,00 0,017 £ 0,00 0,024 + 0,00*
Bago 0,35+0,03 0,26 £ 0,02 0,36 £ 0,02**
Coragao 0,33 +£0,08 0,32 +0,00 0,29 + 0,01
Figado 4,10+ 0,08 3,94 +0,13 4,34+ 0,26
Rim direito 0,36 +0,00 0,35+0,01 0,37 £ 0,01
Rim esquerdo 0,35+ 0,01 0,34 £ 0,01 0,37 £ 0,01
Ensaio 72h
Adrenal direita 0,012 £ 0,00 0,016 + 0,00 0,017 £ 0,00
Adrenal esquerda 0,013 +0,00 0,017 £ 0,00 0,019 +0,00
Bago 0,35+0,03 0,38 £ 0,02 0,47 £0,06
Coragao 0,33 +£0,08 0,31+ 0,01 0,31 +0,00
Figado 4,10+ 0,08 4,30 +£ 0,24 5,17 £0,16%**
Rim direito 0,36 +0,00 0,37+ 0,01 0,39+ 0,01
Rim esquerdo 0,35+ 0,01 0,36 £ 0,01 0,38 £ 0,01

*Diferenga significativa em relacdo ao grupo controle (P < 0,05; ANOVA, Bonferroni)
**Diferenca significativa em relacao ao grupo lufenurona (P < 0,05 - ANOVA, Bonferroni)
***Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle e lufenurona (P < 0,05 -

ANOVA, Bonferroni)



FIGURA 13. Fotomicrografias de bagos e figados de ratas tratadas com 1,98g.kg™ de
CCly e com agua destilada, por VO. A- bago normal do grupo controle
(obj.10), B — bago congesto do grupo CCly (obj. 40), C- figado normal do
grupo controle (obj. 10) e D - figado com degeneragdo gordurosa do
grupo CCly (obj. 40).



FIGURA 14. Fotomicrografias dos rins e adrenais de ratas tratadas com 1,98g.kg™ de
CCly e 600mg.kg™ de lufenurona, por VO. A - rim normal (obj. 40), B —
rim com degenerac¢do hidropica do grupo CCly (obj. 40), C - adrenal com
tumefagdo de cortex do grupo lufenurona (obj. 40) e D - adrenal congesta
do grupo CCly (obj. 10).



6 DISCUSSAO

Os principais resultados deste trabalho foram: (I) a demonstracdo de que os
antiparasitarios Ivomec® injetavel, a base de ivermectina, e Program® suspensio, 4 base
de lufenurona, ndo apresentaram toxicidade reprodutiva em ratas Wistar e (II) que o
Program ® suspensao provocou agressao hepatica, caracterizada pela elevacdo da ALT e
também aumento da massa relativa da adrenal com tumefagao de cortex.

A ivermectina, em dosagens de 4 e 12mg.kg”, o que equivale a 10 e 30 vezes a
maior dosagem terapéutica proposta para caninos € ratos, administrada, por via SC, no
6° dia de prenhez, ¢ a lufenurona, em dosagens de 180 ¢ 600mg.kg™, que equivale a 3 e
9 vezes a maior dosagem terapéutica proposta para dermatofitose canina, administrada
por VO no 1° dia de prenhez e no 1° dia de lactagdo, ndo interferiram significativamente
no desenvolvimento ponderal, nos consumos de agua e racao, nas variaveis reprodutivas
das ratas, no desenvolvimento dos fetos e nem no desenvolvimento pos-natal das
respectivas progénies. Entretanto, a lufenurona, no experimento de hepatotoxicidade, na
dosagem de 600mgkg’ provocou agressio hepatica, 72h apds a administragdo,
caracterizada pela elevagdo da atividade da ALT.

O fato de empregar medicamentos, respectivamente Ivomec” injetavel e
Program® suspensdo, contendo os farmacos estudados, pode ser motivo de restrigdo
uma vez que a composicao ¢ desconhecida: o veiculo ndo ¢ informado pelos fabricantes
seja na bula ou na literatura técnica disponivel (SINDAN, 2001). Além do mais, no
presente caso, foi preciso confiar na concentracao informada, uma vez que ndo foi feita
a dosificacdo do farmaco na amostra empregada. Por outro lado, existe a vantagem de se
estar avaliando o medicamento que efetivamente esta a disposicao dos clinicos.

Todo farmaco pode ser considerado um agente toxico, dependendo das
condi¢des de exposicdo, como dose administrada ou absorvida, tempo e freqiiéncia de
exposicdo (doses Unicas ou multiplas) e a via pela qual ¢ administrado (BARROS;
DAVINO, 1996). Isto justifica o presente trabalho, ja que os respectivos medicamentos

estdo sendo utilizados em altas dosagens. A dosagem de ivermectina, recomendada e



aprovada para caninos, ¢ de 0,006 — 0,012mg.kg™’ para controle de dirofilariose
(SINDAN, 2001). No entanto, alguns autores revelam a eficacia deste farmaco, em
dosagens 17 e 33 vezes maior para o tratamento de sarnas em felinos e caninos, o
mesmo ocorre com a lufenurona, recomendada e aprovada para caninos e felinos, na
dosagem de 10mg.kg” e 30mgkg” para o combate de pulgas e utilizada, em dosagens
6 ¢ 9 vezes maior para o tratamento de dermatofitose (WILLENSE, 1998;
ANDERSON, 1998).

A dosagem superior da ivermectina (12mgkg") utilizada neste trabalho foi
semelhante a utilizada (10mg.kg™) pela Merck ([2001]), a qual demonstrou que a
ivermectina provocou sinais de intoxicagdo como bradipnéia, sialorréia, ataxia e
diminui¢do da atividade dos ratos, no entanto, ambos os experimentos se diferenciam
pela via e pela freqiiéncia de administracdo (SC x VO e dose tnica x 12 dias). A
toxicidade sist€émica do antiparasitdrio, com base nestes resultados, talvez ocorra
somente com uma freqiiéncia maior de administracdo, apesar do longo periodo de
permanéncia da ivermectina no organismo. Este foi um dos fatores que justificou, no
presente trabalho, o uso de somente uma dose, ja que apresenta efeitos por longo tempo,
dispensando-se sucessivas administragdes. Descarta-se a possibilidade dos sinais de
intoxica¢ao serem devido a via de administracdo, j& que a VO apresenta algumas
desvantagens com relacdo a parenteral. Apesar da VO ser o método mais comum de
administracdo de farmacos, existem algumas desvantagens como limitacao da absor¢ao
de algumas substancias devido as suas caracteristicas fisicas, destrui¢do de alguns
farmacos pelas enzimas digestivas ou pelo baixo pH gastrico, irregularidades de
absor¢do ou propulsdo na presenga de alimentos, além de serem biotransformados por
enzimas hepaticas antes de alcancarem a circulagdo sistémica (WILKINSON, 2003).

Os resultados obtidos no presente trabalho ndo revelaram aumento na
prevaléncia de malformagdes nos fetos das ratas tratadas com ivermectina, mas houve
menor prevaléncia de fontanelas aumentadas no grupo tratado com 12mgkg’ de
ivermectina (18%), enquanto a prevaléncia nos fetos do grupo controle foi de 44%.
Segundo Solecki et al. (2001), esta taxa de fontanelas aumentadas, que ndo ¢
considerada uma malformacdo, mas uma variacdo do normal, também foi encontrada
em outro estudo desenvolvido em nosso laboratdrio, utilizando linhagem de ratas da

mesma colonia [comunicagao pessoal].

[Informagao obtida baseada nos dados da dissertacdo da mestranda Beatriz Bernardes Melo]



Nao ha uma explicacao satisfatéria para a menor prevaléncia da anormalidade na
progénie das ratas tratadas com 12mg.kg" de ivermectina. Pode-se especular que uma
pequena diferenga na duracdo da prenhez, questdo de algumas horas, seja significativa
para a calcificacdo terminal das fontanelas, neste caso pode-se pensar, que no grupo
tratado com a dosagem de 12mg.kg™, por alguma razdo, ndo controlavel, houvesse um
maior numero de ratas que foram fecundadas no inicio do periodo escuro, o que poderia
determinar diferenca de até 12 horas na duracdo da prenhez quando as ratas foram
sacrificadas. Em experimento feito pela Merck ([2001]) com a ivermectina, em
dosagem de 10mg.kg'/dia, por VO, entre o 6° ¢ o 17° dia de prenhez, alguns fetos
apresentaram palato fendido, fato que ndo foi observado neste trabalho, mesmo
utilizando uma dosagem superior (12mg.kg™"). Entretanto, observamos uma freqiiéncia
significativa de fetos exibindo variacdes esqueléticas como ossificacdo incompleta de
cranio, fontanela aumentada e metatarso nao-ossificado em todos os grupos, inclusive
no controle, descartando-se entdo a possibilidade de ter sido provocada pela
ivermectina. Existem controvérsias entre os autores com relacdo a classificagao das
anormalidades esqueléticas. Lork (1977) classifica os desvios de normalidade
encontrados no esqueleto como: variagcdes do normal, retardos do desenvolvimento do
esqueleto e malformagdes. As variagdes individuais do normal consistem na auséncia
dos centros de ossificacdo esperados para o momento da “cesariana”, como por
exemplo, das falanges terminais em ratos. Retardos do desenvolvimento Osseo
consistem na auséncia dos centros de ossificacdo em estruturas bilaterais ou na presenca
de forma e/ou tamanho claramente sugestivos de um estagio precoce de
desenvolvimento. Nesta classe estdo incluidas as ossificacdes incompletas dos ossos do
cranio e fontanelas aumentadas. Em ratos, a ossificacdo incompleta ocorre devido a um
atraso de desenvolvimento, independente da estrutura afetada (SOLECKI et al., 2001).
Para Solecki et al. (2001), as variagdes sdao atrasos de desenvolvimento e as
malformagdes sdo efeitos permanentes que afetam a salide e a sobrevivéncia das
espécies. Para Lork (1977), as malformagdes do esqueleto consistem, por sua vez, na
auséncia parcial e total de ossos importantes, encurtamentos, arqueamentos, assimetrias,
fusdes, fendas ou duplicidade (espinha bifida), o que ocorreu com uma freqiiéncia muito
baixa neste trabalho, independente da administragdo de ivermectina. De qualquer forma,
pode-se concluir que a ivermectina, presente no antiparasitario Ivomec” injetavel, é um
farmaco seguro quando administrado, por via SC, a ratas no 6° dia de prenhez em

dosagens de até 12mg.kg ™.



Os resultados, obtidos no presente trabalho, revelaram que a lufenurona nao
provocou toxicidade sistémica e reprodutiva, quando administrada, por VO, em
dosagens de até 600mg.kg” no 1° dia de prenhez e no 1° dia de lactagio. As varidveis
reprodutivas avaliadas ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas.
Contudo, quando foi avaliada a massa relativa dos 6rgdos, como bago e coracdo,
apresentaram valores, discretos, mas significativamente menores do que os das ratas
controle. O bago reduziu, em ambas as dosagens empregadas (180 e 600mg.kg™), cerca
de 19%, enquanto o coragdo, cerca de 21% em relacdo a massa relativa do grupo
controle. Nao ha justificativa e nem o significado desta reducao sdo entendidos. Poder-
se-la imaginar que o bago tenha a sua massa relativa reduzida, devido a um quadro de
metemoglobinemia, ja que segundo Tasheva e Hristeva (1992), alguns derivados do
grupo das benzoilfeniluréias provocam metemoglobinemia. Este quadro se caracteriza
pela oxidagdo do ferro ferroso da hemoglobina em estado férrico, o qual ¢ incapaz de
transportar oxigénio. Segundo Swenson (1996), o bago ¢ um importante reservatorio de
sangue, o qual se contrai para expulsdo de eritrocitos em casos de baixa oxigenacao dos
tecidos. E possivel que a contragdo também ocorra em casos de metemoglobinemia e
conseqiientemente reducdo da massa relativa. Estas ratas ndo apresentaram sinais
clinicos de metemoglobinemia. Segundo Rieder (1990), esta patologia, induzida por
farmacos, ¢ habitualmente uma afec¢do assintomdtica, mas se for grave com niveis
superiores a 60 e 70% estd associada a colapso, coma e dbito. Os animais afetados
apresentam cianose grave e ao exame o sangue apresenta coloragdo vermelho-escura. A
outra possibilidade desta redugao esplénica seria devido a morte de linfocitos provocada
pela lufenurona, j4 que o bago e os nddulos linfaticos sintetizam este tipo de célula
(NAVARRO, 1994). Alguns derivados das benzoilfeniluréias apresentam atividades
anti-tumorais em experimentos de leucemia, com acdo citotoxica sobre os linfocitos
(OKADA et. al.,, 1998). Contudo, o exame histopatologico do baco nao revelou
alteracdes no parénquima. Estudos adicionais sdo necessdrios para determinar o
verdadeiro mecanismo de acdo da lufenurona sobre o 6rgao. A lufenurona, no ensaio de
hepatotoxicidade, provocou aumento da massa relativa das adrenais, com tumefacao de
cortex, este efeito também foi observado em outro teste, com ratos, que receberam
dosagens de 1000mg.kg” de lufenurona, mas nio foi observado nos que receberam
dosagens inferiores a 100mg.kg’, por VO, diariamente, por 3 meses (CIBA-GEIGY,
[2002]). O aumento da atividade sérica da ALT sugere agressdo hepatica provocada

pela lufenurona, mas o exame histopatoldgico nao revelou alteragdes significativas e



nem as ratas tratadas perderam massa corporal ou deixaram de se alimentar (consumo
de agua e ragdo), o que sim foi observado quando as ratas foram tratadas com CCls, um
farmaco hepatotoxico de referéncia. A elevagdo das aminotransferases no soro pode
ocorrer mesmo apos uma agressao celular minima (BORGES, 2001). Segundo
MATTENHEIMER e FRIEDEL (1977); DIEDERICHS et al. (1979); LINDENA et al.
(1979) apud KANEKO (1997), as células nao precisam morrer para liberar enzimas,
somente um curto periodo de hipdxia ¢ suficiente para romper a integridade da
membrana celular, permitindo a liberagdo das enzimas para o plasma. Isto justifica a
presenca do aumento da enzima hepatica, sem uma lesdo microscopica no parénquima.
Além de que, uma pequena elevagdo da atividade da ALT ndo deve ser considerada
importante, pois uma das principais fun¢des hepaticas ¢ detoxificacdo e, neste caso, ¢
comum que o oOrgdo sofra algum tipo de lesdo (BUSH, 1991). Um consenso
internacional estabeleceu o termo agressdo hepatica quando ocorre um aumento da
atividade de ALT e FA superior a 2 vezes o valor de referéncia, j4 o termo lesao
hepatica deve ser usado, somente quando existir, concomitantemente a elevacdo
enzimatica, alteracao de parénquima hepatico (BORGES, 2001). Com relagdo ao tempo,
no ensaio de hepatotoxicidade, a lufenurona apresentou elevagdo da atividade da ALT
somente 72h apds a administragao, ou seja, teve uma acao mais lenta e menos agressiva
a nivel hepatico, com um aumento 2 vezes maior que o controle, sem alteragdo do
parénquima. J& o CCly, por ser uma substancia hepatotoxica de agdo severa e aguda, a
lesdo celular ¢ tdo grave quanto de inicio rapido, em menos de 30 minutos, ha um
declinio na sintese de proteinas plasmaticas (COTRAN et al., 1996). Este farmaco
provocou a elevagdo da atividade de ALT 24h apds a administragdo, com um aumento 4
vezes maior que o controle, além de degeneracdo gordurosa na regido centrolobular.
Com relagdo a enzima FA, apesar de ser uma enzima indicadora de doengas hepaticas
agudas e cronicas, niveis elevados sdo indicadores de colestase, de necrose hepatica e
inflamacdo, esta ultima induzida por algumas drogas como barbituricos e
anticonvulsivantes (BUSH, 1991). Com relagdo a redugdo da sua atividade na maior
dosagem de lufenurona, comparado com a menor dosagem, a justificativa se da em
relagdo a ampla flutuacdo na atividade normal da enzima (KANEKO et al., 1997).
Como os limites de referéncia para FA, em ratos, sdo extensos (FA - < 267U/,
KANEKO, 1997), ha uma limitagdo no valor diagndstico do teste. Além de que a
diminui¢do da atividade enzimatica ndo tem significado clinico (BUSH, 1991), a ndo ser

em casos de degeneracdo celular grave, no qual ocorre uma perda da funcao celular, o



que nao foi observado neste caso. Existem enzimas mais especificas que a FA para
identificar alteragdes no figado, como a OCT e a SDH, esta ultima ¢ a enzima mais
sensivel para detectar lesdes hepdaticas em ratos, mas a sua atividade ¢ instavel e declina
rapidamente no soro (KANEKO, 1997).

Dos resultados obtidos com a administragao da lufenurona pode-se concluir que
o farmaco, presente no antiparasitario Program® suspensio ¢é seguro, quando
administrado, por VO, a ratas no 1° dia de prenhez e no 1° dia de lactacdo, mesmo em
dosagens tdo elevadas como 600mg.kg’. O aumento significativo da atividade da ALT
e ndo confirmado pela avaliag@o histopatologica precisa ser melhor avaliado.

O rato ¢ uma espécie que, apesar de muito utilizada na investigacao cientifica,
incluindo a pesquisa pré-clinica de fArmacos e medicamentos, ¢ relativamente resistente
a maioria dos farmacos. Outras espécies de animais domésticos e, em particular, os de
estimacdo podem ser mais suscetiveis a intoxicagdes. A transposi¢ao destes resultados
para varias espécies domésticas deve ser feita considerando esta caracteristica.

Do conjunto de resultados pode-se concluir que a ivermectina/ Ivomec®
injetavel e a lufenurona/ Program® suspensio sdo farmacos/ medicamentos bastante
seguros para serem usados nas dosagens terapluticas aprovadas pelos oOrgaos
competentes, mesmo em fémeas que, por ignorancia do estado de prenhez ou por
necessidade, em caso de infestagdes significativas, sdo ou precisam eventualmente ser
tratadas durante este periodo como, também, durante a lactagdo. O emprego de
dosagens muito acima das recomendadas pelo fabricante e pela literatura (uso extra -
bula), como esta acontecendo nos casos de sarnas em caninos ¢ felinos com a
ivermectina ou de dermatofitose com a lufenurona também parece ser seguro quando o
uso ¢ eventual ou ocasional como empregado no presente trabalho. O uso diario por
longos periodos, que alcanga meses no caso da ivermectina contra sarna demodécica ou
0 uso crénico para tratamento de dermatofitose, no caso da lufenurona, ndo podem ser
considerados seguros com base nos resultados obtidos e justifica uma criteriosa

avaliacdo da relacdo risco/beneficio por parte do clinico responsavel pela decisao.



7 CONCLUSOES

O antiparasitario Ivomec® injetavel, a base de ivermectina, administrado, por
via SC, no 6° dia de prenhez nas dosagens de 4 ¢ 12mg.kg"' em ratas Wistar, nio
interferiu no desenvolvimento ponderal, consumo relativo de agua e ragdo, bem como
nas variaveis reprodutivas das ratas tratadas, assim como nao provocou teratogenia nos
fetos expostos, por via uterina. Portanto, considera-se o medicamento seguro para uso
em ratas prenhes, administrando uma unica dosagem (no 6° dia de prenhez) tdo alta

quanto 30 vezes a dosagem terapéutica para ratos.

O antiparasitario Program® suspensdo, a base de lufenurona, administrado, por
VO, no 1° dia de prenhez e no 1° dia de lactagdo nas dosagens de 180 ¢ 600mg.kg” em
ratas Wistar, ndo interferiu no desenvolvimento ponderal, consumo relativo de dgua e
racdo, bem como nas variaveis reprodutivas das ratas tratadas, assim como nao alterou o
desenvolvimento geral e sexual das progénies expostas por via uterina e leite materno.
Portanto, considera-se o medicamento seguro para uso em ratas prenhes e lactantes,
administrando 2 dosagens, com intervalo de 21 dias, t3o altas quanto 9 vezes a dosagem

terapéutica para tratamento de dermatofitose em caninos.

O antiparasitario Program® suspensio, a base de lufenurona, administrado por
VO na dosagem de 600mg.kg™', em ratas Wistar, em comparagdo ao CCly, substincia
reconhecidamente hepatotdxica, em ambos os intervalos de tempo, ndo interferiu no
desenvolvimento ponderal, consumo relativo de 4gua e ragdo. No ensaio 24h, provocou
aumento da massa relativa da adrenal, com tumefagdo de coértex, e, no ensaio 72h,

provocou aumento da atividade da ALT, demonstrando uma agressao hepatica.
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